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RÉSUMÉ 
Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) de la moelle osseuse sont recrutées au site 
tumoral pour contribuer, par effet paracrine, à la néovascularisation des tumeurs via leurs 
propriétés immunomodulatrices en sécrétant des cytokines et des chemokines. Parmi ces 
cytokines, les « Colony Stimulating Factors » (CSF) sont reconnues être impliquées dans les 
processus menant à la progression tumorale telle l'invasion, la migration, la métastase et 
l'angiogenèse. Les CSF sont responsables de l'activation des cellules endothéliales pour 
induire la formation de nouveaux capillaires permettant la vascularisation des tumeurs. La 
MTI-MMP, une métalloprotéase surexprimée au nivau des foyers tumoraux, joue un rôle 
important dans la régulation de plusieurs voies de signalisations intracellulaires impliquées 
dans le développement tumoral. Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires 
régulés par le domaine cytoplasmique de la MTI-MMP ·et induisant la progression tumorale 
permettrait d'envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques. 
Dans notre étude, nous avons utilisé la Concanavaline-A (ConA) comme agoniste des 
récepteurs « Toli-Like Receptors » (TLR), spécifiquement les TLR-2 et TLR-6 exprimés au 
nivau des MSC, et comme inducteur de la métalloprotéase matricielle de type membranaire-1 
(MTI -MMP). Nous avons démontré que la ConA est responsable de l'induction génique du 
granulocyte macrophage-CSF (GM-CSF, CSF-2), du granulocyte CSF (G-CSF, CSF-3), et de 
l'expression de la MTI -MMP. De plus, nous avons découvert deux axes de signalisation Src 
et JAK/Stat3 médiés par MTI -MMP et responsables de la régulation transcriptionnelle de 
CSF-2 et CSF-3 dans les MSC. De plus, la surexpression d'une forme recombinante mutée au 
nivau du domaine cytoplasmique de MTI -MMP (Y573F) non-phosphorylable prévient 
l'induction génique des CSF-2 et CSF-3. Par la suite, nous avons démontré que I'AG490, un 
inhibiteur pharmacologique de JAK-2, inhibe l'induction de CSF-2 et de la MTI -MMP par la 
ConA et que le Tofacitinib, un inhibiteur de JAK dose-dépendant, inhibe l'induction de MTI -
MMP, de CSF-2 et de CSF-3. En utilisant la méthode des ARN interférant (siRNA), nous 
avons également trouvé que JAK-1, JAK-3 et TYK-2 tous prévenaient l'induction de CSF-3 
alors que JAK-2 ne prévient que 1 'induction de CSF-2. Enfin, nous avons montré que 
l'epigallocatechin gallate (EGCG), la forme majeure des catéchines du thé vert, possède des 
effets antiangiogéniques et immunomodulateurs pouvant potentiellement expliquer une partie 
de ses propriétés chimiopréventives en antagonisant l'induction de l' expression des gènes de 
MTI-MMP, CSF-2 et de CSF-3 par la ConA. 
Attendu que les MSC sont impliquées dans la vascularisation tumorale ainsi que dans 
l'angiogenèse, possiblement via la sécrétion des CSF-2 et CSF-3 via la voie de signalisation 
TLR-2/6/MTI-MMP/Src kinase et JAK/STAT3, nous suggérons que le ciblage 
pharmacologique de cette voie minimiserait la contribution des MSC à la vascularisation 
tumorale. Enfin, notre étude suggère également que I'EGCG pourrait jouer un rôle 
chimiopréventif en ciblant les fonctions signalétiques de la MTI-MMP. 
Mots clés : Concanavaline-A, « colony stimulating factor », cellules souches 
mésenchymateuses, MTI-MMP, EGCG, Stat3 , JAK, Src, angiogenèse, « toll-like receptors » 
CHAPITRE! 
INTRODUCTION 
1.1 Le cancer 
1.1.1 Généralités 
Le cancer, souvent caractérisé par la présence de tumeurs malignes ou néoplasmes, est un 
terme général qui s'applique à un grand nombre de maladies qui affectent les fonctions de 
plusieurs tissus de 1 'organisme. Cette maladie se caractérise par une prolifération dérégulée et 
localisée de cellules anormales qui peuvent ainsi migrer et envahir d'autres organes à des 
sites distants de la tumeur primaire. Selon l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le 
cancer est la cause majeure de la mortalité mondiale avec 7,6 millions de décès, 13% soit la 
mortalité totale en 2008. On estime que le nombre de décès par année dû au cancer va 
continuer à augmenter pour atteindre environ 13,1 millions en 2030. Au Canada, le cancer est 
la principale cause de décès avec environ 75700 personnes mortes en 2012 (Agence de la 
Santé Publique du Canada). 
Le passage d'une cellule normale à une cellule cancéreuse nécessite plusieurs modifica,tions 
provenant entre autre, de l'interaction entre les gènes et des agents extérieurs que l'on peut 
diviser en 3 catégories : 1) cancérogènes physiques tels les rayonnements ultraviolets et les 
radiations ionisantes, 2) cancérogènes chimiques tels 1 'amiante, les composés de la fumée du 
tabac, l'afl atoxine ou l'arsenic, et 3) cancérogènes biologiques telles des infections dues à 
certains virus, parasites ou bactéries (OMS). Les recherches sur le cancer durant les dernières 
années ont permis d ' optimiser les traitements contre cette maladie en rendant plus efficaces 
et plus ciblées les approches telles la chirurgie, la radiothérapie ou la chimiothérapie. Malgré 
toutes ces techniques, il reste beaucoup de failles au niveau du traitement d 'où la nécessité 
de mieux comprendre les mécanismes biochimiques propres à chaque type de cancer nous 
permettant ainsi de développer des stratégies thérapeutiques plus appropriées. 
2 
1.1.2 La cancérogenèse 
Le développement du cancer est un processus complexe qui se déroule en trois étapes 
principales (Beckman et Loeb, 2005) (figure 1.1). La première étape appelée initiation 
consiste à une conversion de la cellule normale en une cellule initiée ou précancéreuse. 
Durant cette étape, la cellule normale subit des altérations et des modifications au niveau de 
son génome sous l'action d'agents cancérogènes comme des produits chimiques, des 
irradiations ou des virus (Trosko et Ruch, 1998). La deuxième étape, nommée promotion, 
commence quand la cellule initiée échappe du processus de réparation de l 'ADN et prolifère 
d 'une façon anormale (Weinberg, 1989). Cette étape se caractérise par une autosuffisance 
cellulaire face aux facteurs de croissances et une insensibilité aux signaux d'arrêt de 
croissance (Hanahan et Weinberg, 2000). Enfin, lors de la dernière étape de progression, les 
cellules poursuivent leur prolifération et forment une expansion clonale qui possède les 
caractéristiques d'un néoplasme (Vineis, Schatzkin et Potter, 2010) . 
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Virus~ 
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Figure 1.1 Les étapes de la cancérogenèse. La cancérogenèse est formée de trois étapes 
principales. La première étape est l ' initiation où la cellule subit une mutation suite à 
l' exposition à un agent carcinogène chimique, viral ou à des radiations. La deuxième étape 
est appelée promotion, la cellule mutée est alors sélectionnée et prolifère grâce à l'activation 
d'oncogènes et à l' inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs sous l' action d 'agents 
promoteurs. La troisième étape est la progression ; la cellule ayant acquis toutes les 
caractéristiques fondamentales des cellules cancéreuses formera un néoplasme. 
[Adapté de Béliveau et Gingras, 2005) 
Suite à ces stades de développement, les cellules tumorales acquièrent alors dix 
caractéristiques biochimiques fondamentales qui définissent leurs changements 
phénotypiques (figure 1.2) : résistance à l' apoptose, induction de l' angiogenèse, et 
insensibilité aux signaux antiprolifératifs. Elles deviennent également invasives et mènent à 
la formation de métastases, et se caractérisent ainsi par 1 'autosuffisance en signaux de 
croissance, une capacité de réplication illimitée, l' évasion immunitaire, la reprogrammation 
du métabolisme énergétique, l' instabilité génomique due à des mutations et finalement à la 
présence de molécules inflammatoires dans le microenvironnement tumoral (Hanahan et 
Weinberg, 2011 ). 
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Evasion 
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Figure 1.2 Caractéristiques fondamentales des cellules cancéreuses. Après différentes 
mutations, la cellule cancéreuse acquiert de nouveaux phénotypes responsables d'induire les 
différents processus qui contribuent au développement tumoral. D'après Hanahan et 
Weinberg (2011), il existe 10 caractéristiques fondamentales caractérisant les cellules 
cancéreuses citées ci-dessus. 
[Adapté de Hanahan et Weinberg, 2011] 
1.1.3 La métastase et 1 'invasion 
Les tumeurs sont classées en deux catégories, bénignes ou malignes, tout dépendamment de 
leur niveau invasivité. Les tumeurs bénignes se développent et prolifèrent localement alors 
que les tumeurs malignes envahissent d'autres tissus du corps pour former d'autres foyers 
tumoraux par un processus appelé métastase (Hanahan et Weinberg, 2011 ). La métastase est 
d'une grande importance dans la prise en charge clinique du cancer, puisque la majorité des 
r------------------------------------ ------------------------
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cas de mortalité par cancer est associée avec une maladie disséminée plutôt qu 'à la tumeur 
primaire. Ainsi, les patients atteints de tumeurs cancéreuses localisées ont dans la plupart des 
cas, un pronostic significativement meilleur que ceux possédant des tumeurs disséminées 
(Hunter et al, 2001 ). 
Le processus métastatique est donc un processus complexe qui permet aux cellules 
cancéreuses suite à une série d 'étapes, de coloniser d' autres tissus dans le corps avant que le 
cancer ne soit détectable cliniquement (figure 1.3). En premier lieu, des cellules cancéreuses 
se détachent de la tumeur primaire, entrent en circulation par le phénomène d' invasion dans 
les voies sanguines, le liquide céphalo-rachidien, le liquide péritonéal ou les voies 
lymphatiques et s 'arrêtent quand elles arrivent à un lit capillaire trop étroit pour leur passage. 
Les cellules vont ensuite quitter la circulation vers le tissus par extravasation pour former des 
micrométastases qui peuvent demeurer en dormance pendant une longue durée, survivre dans 
le microenvironnement étranger, avant qu 'elles ne prolifèrent pour former des 
macrométastases tout en échappant à l'apoptose et à la réponse immune (Hunter et al, 2008). 
L' invasion tumorale et le processus métastatique sont étroitement liés car ils impliquent les 
mêmes molécules d'adhésion intercellulaire ainsi que les molécules d ' interaction cellules-
MEC de même que les métalloprotéases matricielles (MMPs) (Hanahan et Weinberg, 2000). 
Plusieurs enzymes protéolytiques sont activées lors de 1 'invasion tumorale et la métastase. 
Parmi ces enzymes, les MMPs sont les plus importantes car elles sont responsables de la 
majorité de la protéolyse matricielle, et agissent comme des molécules régulatrices en 
intervenant dans des cascades enzymatiques, dans la régulation de l' angiogenèse et dans le 
développement tumoral (Johansson et al, 2000; Stamenkovic, 2000; Stetler-Stevenson et Yu, 
2001). 
Tumeur primaire 
intravasation 
cellules 
tumorales 
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Figure 1.3 Le processus métastatique. Des cellules cancéreuses se détachent de la tumeur 
primaire et passent par invasion à travers la membrane pour entrer dans la circulation 
sanguine. Les cellules vont se diriger vers un organe cible, puis passent par extravasation vers 
le tissu pour former des micrométastases qui, dans des conditions adéquates, prolifèrent pour 
former des macrométastases. 
[Adapté de Lee et Lim, 2007] 
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1.1.4 Angiogenèse physiologique et angiogenèse pathologique 
Le réseau vasculaire est la source principale de nutriments et d'oxygène pour la croissance et 
la prolifération des tissus. Par conséquent, ce réseau doit former de nouveaux capillaires pour 
la croissance des tissus par le phénomène d'angiogenèse (Tonini et al, 2003). L'angiogenèse 
est un processus physiologique normal indispensable à la vascularisation des tissus qui se 
définit par la formation de nouveaux vaisseaux à partir des vaisseaux préexistants (Hanahan 
et Folkman, 1996). Ce phénomène est impliqué dans plusieurs processus physiologiques : il 
est le principal mécanisme de vascularisation lors de l 'embryogenèse (Pepper et al, 2000), de 
la transformation cyclique de l 'endomètre, dans la génération du placenta et dans les 
phénomènes de cicatrisation tissulaire et d ' adaptation des tissus à une hypoxie ou à une 
inflammation locale (Folkman, 2003). Ce processus multiple commence par la dégradation de 
la membrane basale de la veinule post-capillaire, suivi de la migration des cellules 
endothéliales vers le stimulus angiogénique, la prolifération des cellules, et la formation de 
tubes et de ramifications. La formation de la membrane basale implique un remodelage de la 
matrice extracellulaire et un recrutement d'autres cellules comme les cellules musculaires 
lisses et les péricytes (Beek et D'Am ore, 1997). Dans des conditions physiologiques, 
l'angiogenèse est fortement contrôlée et régulée par différents facteurs solubles tels les 
cytokines, les protéases et certains peptides ainsi par la matrice extracellulaire qui exerce son 
influence grâce à ses différentes composantes et à ses propriétés mécaniques (Lelievre et al, 
1996; Ingber et Folkman, 1989). Un dérèglement des mécanismes responsables du contrôle 
de l'angiogenèse soutiendrait donc le développement de plusieurs maladies comme le cancer 
(Folkman, 1995). 
L'angiogenèse joue un rôle majeur dans le processus métastatique ainsi que dans la 
croissance tumorale. Ce phénomène est la source principale d 'apport de nutriments et 
d'oxygène aux cellules cancéreuses pour qu'elles puissent proliférer et migrer, et qu'une 
tumeur puisse dépasser une taille de 2 à 3 mm3 (Folkman, 2002). Lors d'un débalancement de 
l'équilibre angiogénique, appelé « switch angiogénique », les cellules cancéreuses 
augmentent l'expression de différents facteurs pro-angiogéniques, comme les facteurs de 
croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF) et les facteurs de croissance des fibroblastes 
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(FGF), et diminuent l' expression d ' inhibiteurs endogènes de l ' angiogenèse comme la 
thrombospondine-1 ou l' interféron-P (Hanahan et Weinberg, 2000). Ces facteurs pro-
angiogéniques activent les cellules endothéliales pour migrer et proliférer et pour former de 
nouveaux tubes vasculaires à partir des vaisseaux préexistants par bourgeonnement (Scoazec, 
2000), Ces facteurs activent aussi des MMPs qui libèrent des facteurs de croissance pro-
angiogéniques et jouent un rôle dans la dégradation de la matrice extracellulaire, créant ainsi 
un espace pour les cellules endothéliales (Carmeliet et Jaïn, 2000) (Figure 1.4). Enfin, les 
cellules endothéliales envahissent la matrice extracellulaire et commencent à migrer et 
proliférer à l ' intérieur de la tumeur d ' une façon organisée en forme de tubules et créent une 
nouvelle membrane basale pour établir une stabilité vasculaire (Tonini et al, 2003). 
Tumeur 
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Figure 1.4 Le processus d'angiogenèse tumorale. Les MSC migrent vers la tumeur suite à 
une stimulation par des cytokines sécrétées par les cellules cancéreuses pour former le 
microenvironnement tumoral avec d'autres cellules non cancéreuses. Les MSC et les cellules 
cancéreuses, par exemple les cellules du glioblastome, sécrètent des facteurs pro-
angiogéniques comme le VEGF, FGF et CSF. La liaison cytokine-récepteur spécifique, 
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déclenche la migration et la prolifération des cellules endothéliales. Après la dégradation de 
la matrice extracellulaire par les métalloprotéases matricielles (MMPs) activées par les 
cytokines, les cellules endothéliales s'assemblent en lumière tubulaire. Enfin, la liaison de 
l ' angiopoïétine sur le récepteur Tie-2 permet la maturation des vaisseaux et la stabilité 
vasculaire. 
[Adapté de Nakada et al, 2011] 
1.2 Les cellules souches 
1.2.1 Définition 
Pour qu'une cellule soit considérée comme « cellule souche » elle doit remplir deux 
conditions essentielles. Premièrement, cette cellule doit pouvoir s'auto-renouveler sans 
perdre sa plasticité (Bongso et Lee, 2005). Par division symétrique, chaque cellule souche 
génère alors deux cellules qui resteront dans leur niche. Deuxièmement, elle doit ensuite 
pouvoir perdre sa plasticité et se différencier en divers sous-types cellulaires matures par 
division asymétrique, où les deux cellules filles possèdent alors différents phénotypes. L'une 
des cellules filles deviendra une cellule souche identique à sa cellule mère, l' autre se 
différenciera en une cellule tissulaire spécialisée. C'est du tissu environnant que viennent les 
messages de différenciation, quelle que soit la nature de la cellule souche différenciée (Kahn 
et Papiilon, 2005; Dominici et al, 2006). Plusieurs sortes de cel lules souches sont 
différenciées selon l'ordre décroissant de leur potentiel régénérateur. Les cellules souches 
totipotentes, responsables du développement d ' un être humain, sont les cellules de l' embryon 
pendant les premières divisions de 1' ovule fécondé. Les cellules souches pluripotentes, 
responsables de la formation de tous les tissus de 1' organisme, ne peuvent aboutir à la 
création d' un individu complet. Enfin, les cellules souches multipotentes, présentes dans 
l'organisme adulte, sont à l'origine de plusieurs types de cellules différenciées (Haaften et 
Thebaud, 2006). 
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1.2.2 Classification des cellules souches 
Les cellules souches se divisent en deux grandes classes : les cellules souches embryonnaires 
et les cellules souches adultes (Figure 1.5). Les cellules souches embryonnaires sont des 
cellules pluripotentes qui proviennent de la masse cellulaire interne de l' embryon au stade de 
blastocyste (Sème jour après la fécondation) (Thomson et al, 1998). Ces cellules souches vont 
se différencier pour former les trois feuillets d'organisation tissulaire que sont : l' ectoderme, 
l'endoderme et le mésoderme, et ainsi se différencier en tout type cellulaire composant un 
organisme entier (Haaften et Thebaud, 2006). Leur récolte et leur culture impliquent des 
débats éthiques car une intervention sur l'embryon est nécessairement délétère, ce qui rend 
l' étude biochimique de ces cellules compliquée (Limb et al, 2006) . La deuxième classe des 
cellules souches est représentée par les cellules souches adultes appelées aussi cellules 
régénératrices. Ces cellules sont multipotentes car elles peuvent régénérer plusieurs types de 
cellules. Elles existent en faible proportion et leur rôle est de conserver et de réparer les 
cellules des tissus lésés (Ulloa-Montoya et al, 2005). Les cellules souches adultes regroupent 
les cellules provenant d'un adulte, d' un nouveau-né et d'un fœtus . Cette classe de cellules se 
divise en plusieurs sous-classes. La première comprend les cellules souches multipotentes 
entre l'embryon et l'adulte provenant du placenta et des tissus prélevés lors des interruptions 
volontaires de grossesse (Bhatia et al, 1997). La deuxième comprend les cellules souches 
chez la personne adulte . Ces cellules sont dispersées partout dans 1 'organisme et rassemblées 
dans des niches. Elles sont activées par des facteurs de croissance spécifiques et impliqués 
dans la régénération des tissus et des organes. Dans cette classe, on retrouve les cellules 
souches permettant le renouvellement de la peau, du muscle, de l' intestin, du poumon, du 
foie , des reins, du cœur, de l'œil et du pancréas ainsi que les cellules souches présentes dans 
la moelle osseuse telles les cellules souches hématopoïétiques, les cellules souches 
mésenchymateuses et les cellules progénitrices des cellules endothéliales (Haaften et 
Thebaud, 2006). La dernière sous-classe est formée de cellules souches adultes au potentiel 
pluripotent comme dans le mécanisme de fusion (kahn et Papillon, 2005) et les « Multipotent 
Adult Progenitor Cells » (MAPC) (Liang et Bickenbach, 2002). 
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Figure 1.5 Source des cellules souches. Les cellules souches proviennent des tissus 
embryonnaires ou des tissus adultes. Chez l'adulte les cellules souches se retrouvent dans 
différents tissus sous forme de niche, tels que sang, muscle, os, tissu adipeux, œil et peau. 
Chez l'embryon les blastocystes sont les cellules souches principales et on peut en trouver 
dans le placenta et le sang de cordon. 
[Adapté de Blais et Chemtob, 2011] 
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1.2.3 La contribution des cellules souches au développement tumoral 
Les cellules souches cancéreuses jouent un rôle important dans la résistance des tumeurs aux 
différents traitements du cancer. En effet, ces cellules possèdent les mêmes propriétés que 
celles des cellules souches normales, soit la capacité de s'auto renouveler et de se 
différencier, et des propriétés spécifiques telles que la tumorigénicité, la capacité à former des 
métastases et la résistance aux traitements conventionnels grâce à leur capacité de quiescence 
pendant une longue période. Les cellules souches sont le résultat d'une transformation 
conséquente à des mutations dans les cellules souches normales, d'une cellule progénitrice 
qui réacquiert la capacité d 'autorenouvèlement, ou d 'une cellule différenciée (Launay et al, 
2012). Les marqueurs spécifiques de surfaces sont très importants pour identifier et 
caractériser les cellules souches cancéreuses. Seules les cellules micro-métastatiques de la 
moelle ôsseuse possèdent le phénotype CD44+/CD24-, deux molécules d'adhésion connues 
comme des marqueurs spécifiques du cancer du sein et des ovaires, et ont des capacités de 
tumorigénicité, d'autorenouvèlement et de différenciation (Al Hajj et al, 2003). D'autres 
marqueurs comme le CD133 ou la prominin-1 , protéine de surface exprimée à la surface des 
cellules souches hématopoïétiques impliqué dans l'organisation de la membrane plasmique, a 
été identifié récemment chez les cellules tumorales capables d 'autorenouvèlement (Mizrak et 
al, 2008). Les cellules souches cancéreuses représentent un nouveau défi pour les chercheurs 
pour les identifier dans les différentes formes de cancer, pour mieux les étudier et pour 
développer de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant leur prolifération. 
1.2.4 Les cellules souches mésenchymateuses 
Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) sont des cellules multipotentes et ont été 
initialement isolées du compartiment stromale de la moelle osseuse (Friedenstein et al, 1966). 
Ces cellules peuvent également se trouver dans de nombreux types de tissus tels le tissu 
adipeux, la membrane synoviale, le cartilage, le périoste, le placenta et le sang de cordon 
(Barry et Murphy, 2004 ). Ces cellules possèdent la capacité de se différencier essentiellement 
en chondrocytes, adipocytes et ostéoblastes (Jiang et al, 2002), en tendinocytes et 
ligamentocytes (Pittenger et al, 2002), en cardiomyocytes (Xu et al, 2004) et en cellules 
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neuronales (Guo et al, 2005) (Figure 1.6). Les MSC se trouvent dans la même niche que les 
cellules souches hématopoïétiques (HSC) et jouent un rôle important dans le soutien de 
l'hématopoïèse en sécrétant plusieurs cytokines (Ringden et Le Blanc, 2005). Sur le plan 
physiologique, les MSC sont impliquées dans les mécanismes de réparation tissulaire en 
favorisant 1' angiogenèse ou le recrutement de cellules pro génitrices (Martinaud et al, 201 0). 
Ainsi elles sont impliquées dans l' immunomodulation de la réponse lymphocytaire T en 
exerçant des propriétés immunosuppressives (Di Nicola et al, 2002). Sur le plan 
pathologique, les MSC sont aussi impliquées dans la progression de différents types de 
cancer, comme le cancer de l'ovaire (Touboul et al, 2013), de la prostate (Borghese et al, 
2013), et du sein (El-Haibi et al, 2012), améliorent la croissance tumorale et la formation de 
métastases, et induisent des phénotypes de résistance aux médicaments anti-cancéreux 
(Borghese et al, 2013). 
llul trom 1 rn n hyrn t u 
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Figure 1.6 Propriétés biologiques des cellules souches mésenchymateuses. Les MSC 
peuvent proliférer in vivo et se différencier en adipocytes, ostéocytes, chondrocytes et en 
neurones. Elles n'expriment pas les CMH de classe II ni les molécules de co-stimulation, ce 
qui empêche partiellement leur destruction après la greffe. Leur capacité immunomodulatrice 
leur permet de moduler l 'activation des cellules de l ' immunité. Ainsi, elles jouent un rôle 
important dans la réparation tissulaire grâce à leur propriété anti-inflammatoire, pro-
angiogénique et chimio-attractrice. 
[Adapté de Marti naud et al, 201 0] 
1.2.5 MSC et angiogenèse 
Les MSC sont impliquées dans l 'angiogenèse physiologique et, à ce titre, sont au centre de 
différentes approches thérapeutiques, surtout dans la reconstitution des tissus où 
l'angiogenèse est une condition préalable (Kasper et al, 2007). Ainsi, il a été montré que les 
MSC activent la migration des cellules endothéliales ainsi que la formation de tubules lors de 
la néo-vascularisation (Gruber et al, 2005). De plus, les MSC servent de support à titre de 
péricytes, pour la croissance des cellules endothéliales en s'organisant en des structures tri-
dimensionnelles (Markowicz et al, 2006). 
Au niveau pathologique, les MSC possèdent la capacité de migrer de la moelle osseuse vers 
des tumeurs primaires et des tumeurs métastatiques en réponse aux facteurs de croissance 
tumoraux dans le but de contribuer à stabiliser l' endothélium vasculaire tumoral (De Luca et 
al, 2012) (Figure 1.7). Les mécanismes de contribution des MSC à l' angiogenèse sont peu 
documentés mais expliqués plutôt par leurs effets paracrines que par leur différenciation 
(Wang, 2011). En effet, les MSC sécrètent plusieurs cytokines hématopoïétiques tels le SDF-
1, l'interleukine-6, l'interleukine-Il, le VEGF, le « macrophage colony stimulating factor» 
(M-CSF, CSF-1), le «granulocyte-macrophage colony stimulating factor» (GM-CSF, CSF-
2) et le « granulocyte colony stimulating factor» (G-CSF, CSF-3) (Majumdar et al, 2000). 
Les CSF-2, CSF-3 et VEGF activent la migration des cellules endothéliales impliquées dans 
15 
la formation des nouveaux vaisseaux (Bussolino et al ,1991) alors que les SDF-1 et l'IL-6 se 
lient sur leurs_ récepteurs spécifiques exprimés au niveau des cellules cancéreuses et induisent 
différentes voies de signalisations impliquées dans la croissance et la prolifération des 
cellules cancéreuses (Torsvik et Bjerkvig, 2013). La capacité des MSC à se différencier 
contribuerait ainsi à la vascularisation des tumeurs en se différenciant en fibroblastes (Spaeth 
et al, 2009) ou en « pericytes-like » (Bexell et al, 2009). 
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Figure 1.7 Contribution des cellules souches mésenchymateuses à la progression 
tumorale. Les MSC sont impliquées dans la progression tumorale par la sécrétion de facteurs 
pro-angiogéniques comme les CSF-2, -3 , le VEGF et le FGF qui conduisent à l ' activation des 
cellules endothéliales pour former de nouveaux vaisseaux entre les cellules tumorales 
nécessaires à la croissance tumorale. D'autres cytokines sont sécrétées par les MSC, comme 
l' IL-6 et le SDF-1 qui vont se lier aux cellules tumorales pour induire différents processus 
comme la prolifération qui contribue à la progression tumorale. 
[Adapté de Torsvik et Bjerkvig, 2013] 
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1.3 Les cytokines 
1.3 .1 Définition 
Les cytokines sont des glycoprotéines de faible poids moléculaire sécrétées par plusieurs 
types cellulaires. Ces molécules jouent un rôle important dans la communication entre les 
cellules et régulent différentes fonctions biologiques telle la prolifération, le chimiotactisme, 
la différenciation, la survie/mort cellulaire. Aussi, les cytokines sont impliquées dans les 
processus d'inflammation, dans la réponse immunitaire et dans l'hématopoïèse (Dinarello, 
2007). Les cytokines sont nommées les hormones du système immunitaire de par leur mode 
d'action autocrine, paracrine ou endocrine. En se liant à des récepteurs spécifiques de cellules 
cibles, elles modulent différentes voies de signalisation et régulent 1 ' expression de plusieurs 
gènes (Goldsby et al, 2003). Les cytokines peuvent agir de façons différentes sur leurs cibles 
par : 1- pléiotropie, quand une cytokine a la capacité d ' agir sur différents types cellulaires ou 
induit des effets variés dans une même cellule, 2- redondance, où plusieurs cytokines 
possèdent le même effet biologique, par 3- synergie, 4- antagonisme, et par 5- induction de 
cascades (Lee et Margo lin, 2011 ). 
Selon leurs fonctions biologiques, les cytokines peuvent se diviser en quatre grandes familles 
: les chimiokines, les hématopoïétines, les interleukines et la famille du TNF (Prescott et al, 
2003) (Tableau 1.1 ). Les cytokines ne peuvent exercer leurs fonctions biologiques que si elles 
agissent comme ligand en se fixant à leurs récepteurs spécifiques de haute affinité. Ces 
récepteurs sont divisés en sept familles: les récepteurs de cytokines de type I, les récepteurs 
de cytokines de type II, les récepteurs de la superfamille des immunoglobulines, les 
récepteurs des TNF, les récepteurs couplés aux protéines G, les récepteurs IL-17 et les 
récepteurs des TGF-~ (Rochman et al , 2009). 
Tableau 1.1 Fonctions des quatre familles de cytokine. Les cytokines jouent un rôle 
important dans la régulation de différents processus physiologiques et pathologiques. Ces 
cytokines sont classées en 4 groupes selon différents paramètres. Le tableau ci-dessous 
montre les différentes fonctions des 4 familles de cytokines. 
[Adapté de Prescott et al, 2003] 
Famille Exemples Fonctions 
Chimiokines IL-8, RANTES, MIP Chimiotactisme et chimiocinèse des 
(protéine leucocytes; stimulent la migration 
inflammatoire des cellulaire; attirent les phagocytes et les 
macrophages) lymphocytes; jouent un rôle centrale 
dans la réponse inflammatoire 
Hématopoïétines Epo Stimulent et régulent le développement 
( érythropoïétine), et la différenciation des cellules 
différents facteurs sanguines (hématopoïèse) 
stimulant les colonies 
Interleukines IL-l à IL-18 Produites par des lymphocytes et des 
monocytes; régulent le développement et 
la différenciation d'autres cellules, 
surtout des lymphocytes et des cellules 
souches hématopoïétiques; ont souvent 
d' autres effets biologiques 
Famille du TNF TNF -a, TNF -p, Fas Sont cytotoxiques pour les cellules 
ligand tumorales; ont beaucoup d'autres effets 
comme promouvoir l'inflammation, la 
fièvre et le choc septique; certains sont 
inductrices d'apoptose 
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1.3 .2 Rôle des cytokines dans le développement tumoral 
Plusieurs études ont montré une relation entre les cytokines et le cancer. Certaines cytokines 
comme celles libérées en réponse à l'inflammation ou à l'infection, peuvent jouer un rôle 
dans l'immunité et dans la progression tumorale (Oppenheim et Fujiwara, 1996). Un des 
mécanismes utilisés dans la thérapie du cancer fait appel à la capacité des cytokines à activer 
les cellules NK et les lymphocytes T cytotoxiques ciblant les cellules cancéreuses 
(Yamamura et al, 1993). D'autres cytokines, sécrétées dans le microenvironnement de la 
tumeur par les cellules cancéreuses et les cellules stromales, jouent un rôle dans la 
pathogénicité tumorale. Ces cytokines induisent différentes voies de signalisation qui aident à 
la croissance et à la prolifération des cellules cancéreuses et à différents processus impliqués 
dans la progression tumorale comme l' invasion, l'angiogenèse et la métastase (Dranoff, 
2004). La vascularisation des tumeurs est un déterminant important dans la progression 
tumorale car elle apporte les nutriments et 1 'oxygène aux cellules tumorales et facilitent la 
métastasie. Certaines cytokines jouent un rôle principal dans l'angiogenèse. En effet, le 
VEGF-A agit comme un facteur angiogénique tumoral en stimulant la croissance de 
nouveaux vaisseaux (Geng et al, 2013) (Figures 1.4 et 1.7). Ainsi, d 'autres cytokines comme 
l'IL-6 et le TNF-a sont capables d'induire la migration des neutrophiles qui sont impliqués 
dans la cancérogenèse en activant entre autres d 'autres molécules d'adhésion et des MMPs 
qui participent aux processus de l' invasion et de l'angiogenèse (Dinarello, 2006). Enfin, les 
cytokines sécrétées lors de 1 'inflammation chronique peuvent contribuer à la carcinogenèse. 
Donc, une compréhension plus détaillée des interactions entre les cytokines et les cellules 
tumorales ou les cellules impliquées dans les processus de progression tumorales sera 
nécessaire pour une amélioration de l'immunothérapie du cancer. 
1.3.3 Les facteurs impliqués dans l'angiogenèse tumorale 
L ' angiogenèse est contrôlée par différents activateurs et inhibiteurs sécrétés par les cellules 
cancéreuses et saines. Ce mécanisme, appelé le« switch angiogénique », implique l' induction 
des facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF et le FGF qui vont activer le processus 
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d 'angiogenèse et l'inhibition des facteurs anti-angiogéniques comme la thrombospondine et 
l' endostatine qui vont inhiber l'angiogenèse (Nagy et Armbruster, 2012) (Figure 1.8). 
Activateurs 
VEGF -A 
VEGF- B, -C 
FGF1 
FGF2 
Autres FGFs 
LPA 
1 
• on 
• off 
e Inhibiteurs 
Thrombospondine-1 ,-2 
Angiostatine 
Endostatine 
Collagène IV (fragment) 
Figure 1.8 Le « switch angiogénique ». Le processus d' angiogenèse est contrôlé par une 
homéostasie dictée par l'équilibre entre cytokines activatrices (pro-angiogéniques) comme le 
VEGF, FGF, LPA, SlP et CSF et inhibitrices (anti-angiogéniques) comme l 'endostatine, le 
thrombospondine, l 'angiostatine et le collagène IV produites par les cellules normales et 
tumorales. Durant les processus physiologiques normaux cette balance est bien contrôlée. 
l 
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Alors que dans le cas des cellules cancéreuses on observe une sécrétion augmentée des 
facteurs pro-angiogéniques qui favorisent 1 'angiogenèse tumorale nécessaire à la progression. 
[Adapté de Weinberg, 2007] 
Plusieurs facteurs sécrétés par les cellules dans le microenvironnement tumoral sont 
impliqués dans l ' angiogenèse tumorale. D'abord, la famille des facteurs de croissances 
vasculo-endothéliaux, dont le VEGF, qui sont impliqués dans la croissance des cellules 
endothéliales (Ferrara, 2002). Le VEGF est considéré le régulateur principal des processus 
angiogéniques au niveau physiologique et pathologique (Risau et Flamme, 1995). Les 
molécules de VEGF-A se fixent sur deux types de récepteurs spécifiques, le FLKl (ou 
VEGFR2) ou le FLT1 (ou VEGFR1) (Cross et Claesson-Welsh, 2001). La liaison au 
VEGFR2 induit l'activation de différentes voies de signalisation, dont la voie MAP kinase, 
alors que le VEGFRl induit la migration des monocytes et le recrutement de cellules 
hématopoïétiques au sein des foyers néo-angiogéniques pour faciliter le processus de la néo-
vascularisation (Rafii et al, 2002). Ensuite, la famille des facteurs de croissances 
fibroblastiques (FGF) qui est formée de pas moins de 23 membres (Javerzat et al, 2002). Ces 
facteurs possèdent quatre récepteurs membranaires spécifiques à activité tyrosine kinase 
FGFRl, FGFR2, FGFR3 et FGFR4 (Ornitz et Itoh, 2001). La famille des FGF, 
particulièrement les FGFl et FGF2, activent la croissance cellulaire, la prolifération, la 
migration et l ' angiogenèse deux fois plus que le VEGF (Lieu et al, 2011). De plus, ces 
molécules sont impliquées dans l'activation de di fférentes voies de signalisation dans les 
cellules endothéliales comme la voie MAP kinase et P38 kinase qui sont impliquées dans la 
morphogenèse tubulaire des vaisseaux capillaires (Matsumoto et al, 2002). D 'autres familles 
de cytokines sont également impliquées dans l'angiogenèse tumorale, comme la fami lle des 
« colony stimulating factor». Cette famille est composée de trois membres: les macrophages 
« colony-stimulating factor» (M-CSF, CSF-1), les granulocytes« colony-stimulating factor» 
(G-CSF, CSF-3) et les granulocytes macrophage « colony-stimulating factor » (GM-CSF, 
CSF-2). Particulièrement, les CSF-2 et les CSF-3 ont la capacité d ' activer les cellules 
endothéliales pour déclencher un programme de différenciation lié à 1' angiogenèse 
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(Bussolino et al, 1991). Enfin, on trouve la famille des angiopoïétines fonnée de cinq 
membres : Ang1, Ang2, Ang3, Ang4 et Ang5 desquels l' Ang1 seulement semble impliquée 
dans l'angiogenèse tumorale et dans le recrutement des cellules mésenchymateuses et la 
maturation des vaisseaux sanguins (Yancopoulos et al, 2000). 
1.3.4 Les « colony stimulating factors » 
Les CSF sont des facteurs de croissance hématopoïétiques impliqués principalement dans la 
régulation de l'hématopoïèse, dans l'adaptation aux infections et dans la progression 
tumorale (Rusthoven, 1991). Leur spécificité d'action requiert des récepteurs spécifiques 
présents à la surface des cellules cibles. Ces facteurs vont intervenir dans le maintien de 
l'homéostasie et dans l'adaptation à certaines situations pathologiques (Dranoff et al, 1994). 
Récemment, il a été démontré que les facteurs de croissance hématopoïétiques jouent un rôle 
important dans 1 'angiogenèse physiologique et pathologique. En effet, cette activité 
angiogénique des cytokines hématopoïétiques affecte certaines fonctions des cellules 
endothéliales (Ribatti, 2012). En plus, des récepteurs spécifiques pour chacune des cytokines 
CSF-2 et CSF-3 ont été trouvés à la surface des cellules endothéliales (Bussolino et al, 1989). 
La famille des CSF contribue à la progression tumorale au niveau de plusieurs tissus grâce à 
leur présence dans l' environnement tumoral, et régule différents processus comme 
l'angiogenèse, la métastase et l'invasion par différentes voies de signalisation (Bussolino et 
al, 1991 ; Sielska et al, 2013 ). 
La famille des CSF est formée de trois membres qui sont impliqués dans 1 ' hématopoïèse et 
l' inflammation. D 'abord, le CSF-1 , est un facteur de croissance pléiotropique qui régule la 
survie, la prolifération et le chimiotactisme de la lignée des monocytes/macrophages, leur 
différentiation en macrophage et l'activation des macrophages. (Pixley et Stanley, 2004; 
Glenn et Van der Geer, 2008). Le CSF-1 est impliqué dans le développement des lignées 
myéloïdes et dans la régulation de monocytes/macrophages dans plusieurs tissus (Cecchini et 
al, 1994 ). De part de sa contribution dans la pathogénicité de plusieurs maladies comme les 
maladies inflammatoires et immunes, le CSF-1 contribue aussi au cancer des différents tissus 
(Chitu et Stanley, 2006). En effet, il appert que le CSF-1 se trouve en concentration élevée 
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dans les microenvironnements tumoraux et que les cellules cancéreuses sont capables 
d'exprimer le CSF-1 et son récepteur pour réguler leur croissance, la progression tumorale et 
la métastase. Par exemple, dans les cellules cancéreuses du sein, l'expression de CSF-1 
accélère la progression tumorale et augmente la métastase pulmonaire (Lin et al, 2001 ). Le 
deuxième membre de cette famille, le CSF-2, est une glycoprotéine de 23 kDa qui affecte les 
cellules immunes et non immunes en induisant la prolifération des monocytes/macrophages, 
lymphocytes T, kératinocytes et des cellules endothéliales (Ruef et Coleman, 1990), ainsi que 
la différenciation des macrophages, granulocytes et des précurseurs des éosinophiles (Disis et 
al, 1996). Le CSF-2 se trouve en concentration élevée dans différents tissus tumoraux et 
contribue aussi aux processus de l'angiogenèse et de la progression tumorale (Mantovani et 
Sica, 2010). En effet, le CSF-2 induit la formation des capillaires par l'activation des cellules 
endothéliales, et les tubules par 1 'activation des cellules endothéliales et des fibroblastes 
(Krubasik et al, 2008). De plus, il a été montré que le CSF-2, de par son action autocrine 
et/ou paracrine, régule la prolifération du gliome (Curran et al, 2011 ). Enfin, le dernier 
membre de cette famille, le CSF-3 , est une glycoprotéine de 18 kDa qui joue un rôle dans la 
prolifération, différenciation et la migration des cellules granulocytaires, en particulier envers 
les neutrophiles (Kerst et al, 1993). Le CSF-3 induit la phagocytose, inhibe l'apoptose et 
augmente le processus de chimiotactisme (Pajkrt et al, 1997). Au niveau pathologique, le 
CSF-3 est sécrété en grande quantité par les cellules tumorales et contribue fortement à la 
progression tumorale (Takagi et al, 201 0). Enfin, plusieurs études in vitro et in vivo ont 
montré le rôle du CSF-3 dans l'activation de la prolifération des cellules cancéreuses, la 
migration, l' invasion, l'angiogenèse, le recrutement des neutrophiles et 1 ' inhibition de 
l'apoptose (Kanno et al, 2013). 
1.4 Les processus cellulaires et moléculaires de 1' angiogenèse tumorale 
1.4.1 Les récepteurs « Toll Like Receptors » 
Les« Toll Like Receptors » (TLR) sont des récepteurs glycoprotéiques de type 1 exprimés au 
niveau des cellules immunitaires tels les macrophages et les cellules dendritiques. Ils sont 
impliqués dans la réponse immunitaire qui induit la sécrétion des cytokines inflammatoires, 
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des chimiokines et des interférons (Kawai et Akira, 2005). Les TLR sont caractérisés par un 
domaine cytoplasmique, le domaine TIR (Toll-IL-1 Receptor), grâce à leur forte homologie 
avec le domaine cytoplasmique des récepteurs des IL-l et d'un domaine extracellulaire 
comportant de nombreux motifs riches en leucine LRR (Leucine Rich Repeat) (Bowie et 
O'Neill, 2000). Le domaine extracellulaire donne la spécificité de reconnaissance aux 
différents ligands grâce à ses nombreux domaines LRR. La partie cytoplasmique des TLR est 
impliquée dans l'activation de différentes voies de signalisation en faisant intervenir les 
protéines adaptatrices MyD88 (Myeloid Differenciation Factor), TRIP (TIR domain-
containing adaptor inducing INF~), TIRAP (TIR domain-containing adaptor protein) et 
TRAM 1 TICAM2 (TRIP related adaptor molecule 1 TIR domain adaptor molecule 2) (Akira 
et Takeda, 2004). Deux voies ont étés décrites à ce jour: la première est MyD88-dépendante 
et est impliquée dans la synthèse des cytokines inflammatoires, et la deuxième est TRIP-
dépendante et conduit à la synthèse des IFN inductibles (Kawai et Akira, 2007). 
La famille des TLR comprend onze membres chez l' humain (Figure 1.9) qui agissent sous 
forme d'homodimères ou d'hétérodimères (TaKeuchi et al, 2001). D'abord, le TLR2 qui est 
capable de reconnaître différents composés telles les lipoprotéines, les lipopeptides, les 
peptidoglycanes et l ' acide lipoteichoique des bactéries Gram positives. Le TLR2 forme des 
dimères hétérophiles avec le TLR1 et le TLR6. Ces deux dernières molécules sont reliées 
structurellement au TLR2 pour accomplir leurs fonctions. En effet, l'hétérodimère 
TLR1/TLR2 reconnait les lipopeptides triacylés et 1 'hétérodimère TLR2/TLR6 reconnait les 
lipopeptides diacylés des bactéries pour synthétiser des cytokines inflammatoires (Takeda et 
Akira, 2005). De plus, l' hétérodimère TLR2/TLR6 joue un rôle important dans l'activation 
de différentes voies de signalisation dans les MSC (Auletta et al, 2012). En effet, il possède 
la capacité de reconnaître la lectine de Canavalia ensiformis (concanavaline A, ConA) qui va 
activer la sécrétion des cytokines inflammatoires (Unitt et Homigold, 2011) qui contribuent 
aux fonctions angiogéniques, prolifératives et immunomodulatrices des MSC (Scheibe et al, 
2012 ; Borghese et al, 2013). Le TLR3, exprimé à la surface des endosomes, est capable de 
lier I'ARN double brin généré par les virus et induit l'activation de la voie de signalisation 
NF-KB (Takeda et Akira, 2005). Le TLR4 est associé à la protéine MD-2 pour mettre en 
place la réponse inflammatoire innée (Fen ton et Golenbock, 1998). Ce récepteur lie 
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spécifiquement le LPS, reconnaît les « Heat Shock Proteins » (HSP-60 et HSP-70) et certains 
oligosaccharides. Le TLR5 est un récepteur spécifique de la flagelline. En effet, la flagelline 
active le TLR5 des cellules épithéliales du poumon pour induire la production des cytokines 
inflammatoires (Takeda et Akira, 2005). Le TLR7 et le TLR8 sont homologues, exprimés à la 
surface des endosomes et possèdent la capacité de lier les acides nucléiques surtout l' ARN 
simple brin (Hemmi et al, 2002). Le TLR9, exprimé sur l' endosome, lie l'ADN des bactéries 
et des virus et semble impliqué dans plusieurs maladies auto-immunes (Kawai et Akira, 
2005). Le TLRlO est probablement fonctionnel chez les humains alors que le TLRll est non 
fonctionnel en raison d'un codon stop qui abroge son expression (Takeda et Akira, 2005). 
Lipopeptides 
diacylés 
Lipopeptides 
triacylés Flagelline LPS 
1 endosome j 
dsRNA 
ssRNA 
CpG DNA 
-- --------
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Figure 1.9 Les « Toll-Like Receptors » et leurs ligands. Les TLR sont classés selon leur 
différence structurale responsable de la fixation de différents ligands. Le TLR-2 est capable 
de reconnaître des lipopeptides et des lipoprotéines et forme des hétérodimères avec le TLR-1 
et le TLR-6 pour lier des lipopeptides triacylés et diacylés. Le TLR-5 forme un récepteur 
spécifique des flagellines. Le TLR-4 est MD-2-dépendant pour fixer le LPS. Les TLR-3, -7 et 
-9 se retrouvent à la surface de l'endosome parce qu'ils sont des récepteurs spécifiques 
d'ADN et d'ARN. 
[Adapté de Takeda et Akira, 2005] 
1.4.2 Les métalloprotéases de la matrice extracellulaire 
La matrice extracellulaire (MEC) est composée d'un grand nombre de molécules comme les 
glycoprotéines, le collagène, les protéoglycanes et les glycosamianoglycans (Timpl et Brown, 
1996). Elle forme un support physique pour la cellule et forme une structure dynamique de 
signalisation cellulaire (Egeblad et al, 201 0). La dégradation de la MEC par les 
métalloprotéases matricielles (MMPs) joue un rôle important dans différents processus 
biologiques comme 1' adhésion cellulaire, la prolifération, la migration, 1 'apoptose, 1' invasion 
et l'angiogenèse (Nyalendo et al, 2007). Ainsi, la dégradation de la MEC permet la libération 
de plusieurs facteurs de croissance ancrés dans la membrane comme le VEGF et le FGF qui 
contribuent à la signalisation cellulaire et à la progression tumorale (Forget et al, 1999). Les 
MMPs sont des endopeptidases zinc-dépendantes qui sont capables de dégrader la majorité 
des composantes de la MEC. Les MMPs sont souvent surexprimées au sein des tumeurs et 
contribuent aux multiples processus associés à la progression tumorale : métastase, invasion, 
angiogenèse et prolifération (Deakin et Chaplain, 2013). 
1.4.3 Classification des métalloprotéases 
Les MMPs sont codées par vingt-quatre gènes identifiés dans le génome humain, mais qui 
donnent lieu à vingt-trois protéases de types MMP. En effet, la MMP-23 est présente sous 
deux formes : MMP-23A et MMP-23B. Ces deux molécules sont strictement identiques mais 
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sont transcrites par deux gènes différents (Velasco et al, 1999; F olgueras et al, 2004 ). Les 
MMPs possèdent différents domaines dont trois sont conservés dans toutes les MMPs. 
D'abord, le prodomaine est responsable du maintien de la forme inactive des MMPs (Van 
Wart et Birkedal-Hansen, 1990; Bode et al, 1999). L'activation des MMPs nécessite donc le 
clivage du prodomaine par d'autres protéases comme la furine, d'autres MMPs ou des 
protéases à sérines (Sternlicht et Werb, 2001). Ensuite, le domaine catalytique est responsable 
d'effectuer les fonctions hydrolytiques spécifiques des MMPs. Par exemple, ce domaine chez 
la MMP-2 et la MMP-9 est responsable de leur spécificité à dégrader la gélatine 
(Brinckerhoff et Matrisian, 2002). Enfin, le domaine hemopexine C-terminal, retrouvé chez 
toutes les MMP sauf MMP-7 et MMP-26, est responsable de la liaison aux substrats ainsi 
qu'à leurs inhibiteurs spécifiques (TIMPs) (Stamenkovic, 2000). Les MMPs sont classées 
selon leurs différences structurales en six groupes (Figure 1.1 0). Le premier groupe, incluant 
les collagénases (MMP-1, MMP-8, et MMP-13), sont impliquées dans la dégradation des 
collagènes fibrillaires incluant les collagènes de type 1, II et III, et jouent un rôle important 
dans le remodelage et la calcification des os (Sternlicht et Werb, 2001). Le deuxième groupe, 
les matrilysines (MMP-7 et MMP-26), sont exprimées chez les cellules cancéreuses d'origine 
épithéliale et peuvent dégrader la gélatine et la fibronectine. Ainsi, le MMP-7 joue un rôle 
crucial dans la survie et l' invasion tumorale. Le troisième groupe, regroupent les gélatinases 
(MMP-2 et MMP-9), sont impliquées dans la dégradation de la gélatine et du collagène de 
type IV et V de la membrane basale. La MMP-2 joue un rôle important dans l'ostéogenèse 
alors que la MMP-9 produit par les cellules tumorales joue un rôle important dans la 
perméabilisation de la barrière hémato-encéphalique et de dans la métastasie (Demeule et al, 
2004). Le quatrième groupe, les stromélysines (MMP-3, MMP-10 et MMP-11), sont 
produites par les cellules saines et cancéreuses. Elles sont impliquées dans la dégradation des 
glycoprotéines et des peptidoglycanes (Chantrain et al, 2002; He et al, 2009). La MMP-11 
sécrétée par les cellules cancéreuses joue un rôle mineur dans la dégradation de la MEC (Rio, 
2005). Le cinquième groupe, les MMPs transmembranaires ou MT -MMP (MMP-14, -15, -
16, -17, -24 et -25, aussi nommées MTl-MMP à MT6-MMP). Ces MMPs sont ancrées dans 
la membrane plasmique par leur domaine transmembranaire et dégradent plusieurs 
composantes de la MEC. Elles sont également impliquées dans l'activation d'autres MMPs et 
elles peuvent être activées par des facteurs de croissance. A ce titre, la MTl -MMP joue un 
27 
rôle dans l'angiogenèse et est capable d'activer la forme latente de la MMP-2 (Brinckerhoff 
et Matrisian, 2002; Visse et Nagase, 2003). Le dernier groupe est plutôt hétérogène et 
comprend les MMP-12, -19, -20, -21, -23 , -27, -28. La MMP-12 dégrade l'élastine et elle est 
produite par les macrophages dont elle régule la migration (Hautamaki et al, 1997). La 
MMP-19 dégrade les composantes de la lame basale et du tissu conjonctif. Elle est sous-
exprimée dans le cas de carcinomes invasifs (Jost et al, 2006). La MMP-20 dégrade 
l' amélogénine et est impliquée dans la régulation de la matrice amélaire et de sa 
minéralisation (Chaussin-Miller et al, 2006). La MMP-21 joue un rôle important dans 
l' embryogenèse surtout au niveau des cellules neuronales (Marchenko et al, 2003). La MMP-
23 joue un rôle dans la régulation cellulaire des tissus génitaux (Velasco et al, 1999). La 
MMP-27 est surexprimée dans les os et elle est impliquée dans l'ostéogenèse (Kevorkian et 
al, 2004). La MMP-28 joue un rôle dans l'hémostase et la cicatrisation parce qu ' elle est 
exprimée par les kératinocytes (Visse et Nagase, 2003). 
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Figure 1.10 Classification des métalloprotéases matricielles selon leurs domaines. Les 
MMPs sont classées en 7 groupes selon leurs domaines variés. Les MMPs transmembranaires 
se divisent en deux groupes alors que les MMPs solubles en cinq. Le prodomaine, le domaine 
catalytique et le domaine hémopexine sont conservés pour toutes les MMPs sauf pour les 
MMP-7 et MMP-26 qui possèdent uniquement le prodomaine et le domaine catalytique. 
[Adapté de N agase et W oessner, 1999] 
1.4.4 Les fonctions de la MTl-MMP 
La MTl-MMP fait partie de la famille des MMPs membranaires. Elle possède plusieurs 
domaines nécessaires pour ses différentes fonctions cellulaires (Figure 1.11 ). D 'abord, un 
prodomaine responsable du maintien de sa forme latente inactive et qui est clivable par des 
protéases telle la furine (Sternlicht et Werb, 2001). Puis, le domaine catalytique, qui se 
retrouve à l' extérieur de la cellule et possède un site de liaison de l' ion Zn2+ essentiel à 
l' activation de la protéase (Strongin, 2010). Ce domaine est impliqué dans l' activation de la 
pro-MMP-2 et contribue à la dégradation de la MEC, par l' intermédiaire d ' un complexe 
trimoléculaire impliquant MTl-MMP, TIMP-2 (inhibiteur de la MMP-2) et pro-MMP-2. 
Une fois le complexe formé, le domaine catalytique de la MT1-MMP clive le prodomaine de 
la pro-MMP-2 (Apte et al, 1997). De plus, ce domaine est capable de cliver les différentes 
molécules de la MEC tels les collagènes de type 1, II et III, la laminine 1 et 5, la fibronectine , 
la vibronectine et la fibrine (Williams et Coppolino, 20 11 ). Ensuite, le domaine « charnière », 
dont le rôle est encore inconnu mais qui semble également réguler la protéolyse péricellulaire 
(Osenkowski et al, 2005). Le domaine hémopexine de la MTl-MMP, responsable de sa 
liaison aux collagènes de type 1, régule également les interactions de la MTl-MMP avec 
di fférentes protéines membranaires comme le CD44 (Gingras et Béliveau, 2010). Le domaine 
transmembranaire, conservé parmi les MMPs transmembranaires, est responsable de 
l' ancrage des MTl-MMP à la membrane plasmique (Brinckerhoff et Matrisian, 2002). Enfin, 
le domaine cytoplasmique contribue à l' activation de différentes voies de signalisations 
intracellulaires impliquées dans plusieurs processus biologiques dont la voie RhoA/ROK 
--------- - -·-- --- ---
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(annabi et al, 2005), Ras-MeK-Erk (Gingras et Béliveau, 2010), RhoA/Rac-1 (Ando et al, 
2011) et Jak/Stat3 (Akla et al, 2012). Finalement, la MTl-MMP contribue aux processus de 
l'inflammation et de la réponse immunitaire grâce aux cytokines qui font partie de ses 
substrats tels le TNF-a, le CTGF et l' IL-8 (McQuibban et al, 2001; Tarn et al, 2004) . Au 
niveau des MSC, la MTl -MMP joue aussi un rôle important dans la mobilisation de ces 
cellules (Karow et al, 2009). 
1 
30 
Figure 1.11 Structure de la MTl-MMP. La MTl-MMP (MMP14) est une protéase 
transmembranaire possédant plusieurs domaines. Le prodomaine qui maintient la forme 
inactive de 1 'enzyme, le domaine « cystéine switch » qui forme le site de clivage du 
prodomaine, le domaine catalytique responsable de l 'activation de la pro-MMP2 et de la 
dégradation de la MEC, la région charnière qui semble impliquée dans la régulation de la 
protéolyse péricellulaire, le domaine hémopexine impliqué dans l' interaction avec d' autres 
molécules comme le collagène, le domaine transmembranaire nécessaire pour l'ancrage de la 
molécule dans la membrane et le domaine cytoplasmique qui induit différentes voies de 
signalisation intracellulaires. 
[Adapté de Koziol et al, 2012] 
1.4.5 La contribution de la MTl -MMP à la signalisation cellulaire 
La contribution de la MTl -MMP à la signalisation cellulaire est attribuable à son domaine 
cytoplasmique permettant la régulation de plusieurs fonctions cellulaires. Ce domaine joue un 
rôle important dans la migration cellulaire. En effet, la délétion du domaine cytoplasmique de 
MTl-MMP inhibe la migration des macrophages indépendamment de son activité 
protéolytique (Sakamoto et Seiki, 2009). Ainsi, l'internalisation de la MTl -MMP à la surface 
b . d "d . ' 1 571-572 1 578-579 573 . .Ç • d mem ranmre est ue aux ac1 es ammes eu , eu et tyr qm 10nt parti e son 
domaine cytoplasmique. Une mutation au niveau de ces acides aminés perturbe 
l'internal isation de la MTl-MMP à la surface mais celle-ci n ' affecte pas son activité 
catalytique (Uekita et al, 2001). Enfin, il a été montré que le domaine cytoplasmique de 
MTl -MMP permet l' activation de plusieurs voies de signalisation telle la voie d'AGE/RAGE 
impliquée dans les complications vasculaires du diabète (Kami oka et al, 2011 ). 
1.4.6 La contribution de la MT1-MMP au développement tumoral 
La MTl-MMP, surexprimée dans différentes cellules cancéreuses, joue un rôle majeur dans 
les processus biologiques contribuant à la progression tumorale. En effet, cette MMP 
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promeut la survie cellulaire, et induit la prolifération, l 'angiogenèse tumorale, la métastase et 
l'invasion (Sina et al, 2009) De plus, elle dégrade de la MEC conduisant à la libération de 
différentes cytokines ancrées dans la membrane (Kessenbrock et al, 201 0). La surexpression 
de la MTl-MMP dans les cellules cancéreuses induit l'angiogenèse tumorale en régÙlant la 
sécrétion des facteurs de croissance comme le VEGF, responsable de l' activation des cellules 
endothéliales (Sounni et al, 2002). Le domaine cytoplasmique de la MTl-MMP joue un rôle 
crucial dans l' activation de voies de signalisations pro-tumorales impliquées dans la 
migration (Sakamoto et Seiki, 2009) et la survie cellulaire (Portier et al, 2008). Par exemple, 
la MTl-MMP contribue à la mobilisation et à la survie des MSC qui jouent un rôle dans le 
processus d 'angiogenèse tumoral (Annabi et al, 2003). De par sa capacité à dégrader 
plusieurs composantes de la MEC, d 'une façon directe ou indirecte via l'activation de la pro-
MMP-2, la MTl-MMP facilite l ' invasion des cellules cancéreuses à travers la membrane 
pour passer dans la circulation sanguine. La phosphorylation de l' acide aminé Thr567 semble 
responsable de cette fonction (Williams et Coppolino, 2011) . La MTl-MMP joue aussi un 
rôle dans l ' activation des métastases en clivant la métastine, une protéine qui joue un rôle 
d ' inhibiteur de métastases des mélanomes (Lee et al, 1996). 
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Figure 1.12 Induction de différents processus tumoraux par la MTl-MMP. L'activation 
de MTl-MMP par des cytokines ou par une lectine comme la concanavaline-A (ConA) 
conduit à l ' activation de la pro-MMP2 qui est impliquée dans la dégradation de la MEC et 
dans l' invasion tumorale. Aussi, elle contribue à l' activation de différentes voies de 
signalisations intracellulaires impliquées dans les processus biologiques de la progression 
tumorale incluant l' invasion, la prolifération, l' inflammation, l ' angiogenèse tumorale, la 
migration et la métastase. 
[Adapté de Sina et al, 2009 ; Akla et al, 2012] 
1.4.7 La voie de signalisation JAK/STAT 
La famille des Janus kinases (JAK) comprend 4 membres : JAK 1, JAK2, JAK3 et TYK2. 
Ces protéines sont liées à la partie cytoplasmique des récepteurs membranaires de types 1 et 
II qui sont responsables de fixer différentes cytokines sur leurs domaines extracellulaires 
(Quintas-Cardama et al, 2011). Cette liaison cytokine-récepteur induit une trans-
phosphorylation des protéines JAK qui vont devenir actives pour induire la phosphorylation 
d 'autres protéines intra-cytoplasmiques comme STAT (Agrawal et al, 2011). Les protéines 
JAK sont formées de sept domaines conservés. Le domaine JHl (JAK Homology 1) à 
l' extrémité C-terminale représente le domaine catalytique impliqué dans l'autorégulation de 
l'activité kinase. Ce domaine est riche en résidus aminés tyrosines nécessaires pour 
l'activation des membres de la famille des JAK (Liu et al, 1997). Ainsi, la phosphorylation 
de ces tyrosines modifie la conformation des JAK leur permettant de lier différents substrats 
et de les phosphoryler (Leonard et O ' Shea, 1998). Le domaine JH2 appelé aussi domaine 
pseudo-kinase ne possède pas d ' activité catalytique mais il est nécessaire pour une activité 
kinase normale et semble réguler l'activité de JHl. Les domaines JH3 et JH4 forment le 
domaine SH2 (« Src Homology Domain 2 ») qui est responsable de la reconnaissance et de 
l' attachement aux résidus tyrosines phosphorylés (Bandaranayake et al, 2012). Enfin, les 
domaines JH4 à JH7 qui forment un complexe appelé FERM («Four-point-one, Ezrin, 
-------- ----------------
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Radixin, Moesin »)présent à l'extrémité N-terminale et qui est responsable de l'association 
de JAK avec le récepteurs de cytokines ou d'autres protéines comme les kinases (Giordanetto 
et Kroemerm 2002). 
La famille des Stat ( « Signal Transducers and Activators of Transcription ») est formée de 
sept membres : Statl, Stat2, Stat3, Stat4, Stat5a, Stat5b et Stat6. Ces protéines possèdent 
quatre domaines conservés. Le domaine DBD (« DNA binding domain ») permet la liaison 
de ces facteurs de transcription à l'ADN); le domaine SH2 qui permet l'interaction de Stat 
avec les tyrosines phosphorylées du récepteur des cytokines ou avec les JAK phosphorylés. 
Celui-ci joue un rôle dans la dimérisation de Stat (Hebenstreit et al, 2006) ; le domaine de 
transactivation (TAD) qui régule l'activité de Stat et permet le recrutement de co-activateurs 
transcriptionnels; le domaine d'oligomérisation qui est responsable de l ' interaction Stat-
protéine et de la formation de tétramères Stat (Xu et al, 1996). 
Dans des conditions physiologiques, les protéines Stat sont phosphorylées au niveau de leurs 
résidus tyrosines par des récepteurs à activité tyrosines kinases après leur liaison à des 
facteurs de croissances ou bien par des tyrosines kinases solubles de la famille Src kinase ou 
JAK, dans le cas d ' activation par des récepteurs cytokines. Les Stat phosphorylées entrent 
dans le noyau, se lient à l'ADN et y activent la transcription (Tkach et al, 2013) (Figure 
1.13). Cette voie de signalisation est connue pour son rôle important dans la régulation des 
processus de la réponse immunitaire. En effet, la voie JAK/STAT est impliquée dans la 
différenciation et le développement des cellules hématopoïétiques (Pesu et al, 2008). La 
spécificité et l'impact des voies JAK/STAT ne sont pas encore complètement élucidés. Par 
contre, il a été montré que Jak2 et Src sont responsables de 1 ' activation de Stat3 (Ren et 
Schaefer, 2002) ainsi la voie de signalisation Jak2/Stat3 joue un rôle crucial dans 
l' inflammation (Akla et al, 2012) et dans les processus impliqués dans différents cancers 
comme le cancer du poumon (Looyenga et al, 2012), le cancer du sein (Tkach et al, 2013), le 
cancer gastrique (Kim et al, 2013) et le cancer du foie (Gu et al, 2011). Stat3 est impliqué 
dans les processus biologiques importants dans la tumorigenèse incluant l'angiogenèse 
tumorale, l' invasion et les métastases, l'évasion des cellules du système immunitaire et la 
progression du cycle cellulaire (Yu et Jovem 2004). Par exemple, Stat3 est impliquée dans la 
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dérégulation de l'expression de VEGF, bFGF et MMP-2 ainsi que dans l'angiogenèse 
tumorale et l ' invasion des cellules du mélanome et les métastases dans le cancer du cerveau 
(Xie et al, 2006). 
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Figure 1.13 Activation de Stat3. La liaison cytokine-récepteur de type 1 ou II induit le 
recrutement et la phosphorylation de plusieurs tyrosines kinases comme la famille des JAK 
et de Src. D ' autres types de récepteurs qui ne possèdent pas la fonction tyrosine kinase 
cont ibuent à l'activation d Src. D s fact urs d roissanc , la pho phorylation d JAK t d 
Src sont responsables de la phosphorylation de plusieurs protéines de la famille de Stat 
comme le Stat3. Cette dernière une fois activée entre dans le noyau pour induire la 
transcription de différents gènes impliqués dans plusieurs processus biologiques dont 
plusieurs sont sollicités dans la progression tumorale. 
[Adapté de Yu et al, 2007] 
CHAPITRE II 
PROJET DE RECHERCHE 
2.1 Problématique 
Les MSC font partie des cellules qui sont recrutées au sein du microenvironnement tumoral 
et semblent importantes dans la régulation de la progression tumorale. En effet, la migration 
et l'intégration des MSC dans la tumeur ont été démontrées dans différents modèles 
précliniques (Dai et al, 2011 ). Ces cellules sont recrutées au site tumoral par des cytokines 
sécrétées par les cellules cancéreuses pour contribuer aux différents processus tumoraux tels 
l'angiogenèse, la métastase, l'invasion, la migration et la prolifération cellulaire en se 
différenciant. Ces processus sont activés par les cellules cancéreuses ou par les cellules 
recrutées au sein du microenvironnement tumoral suite à l'activation de différentes voies de 
signalisation intracellulaires. Ainsi, une meilleure compréhension des mécanismes 
moléculaires et des voies de signalisations impliqués dans les processus induisant la 
progression tumorale pourrait permettre le développement de nouvelles stratégies 
thérapeutiques afin de limiter la contribution des MSC à la pathologie néoplasique. Parmi ces 
stratégies thérapeutiques, l' utilisation d'inhibiteurs tels l'EGCG, une molécule 
chimiopréventive dérivée de notre alimentation, pourrait cibler des voies de signalisation 
impliquées dans la progression tumorale. 
La MTl-MMP est devenue une cible thérapeutique de choix et fortement étudiée dans la 
pathologie néoplasique du fait de son implication dans les processus induisant la progression 
tumorale. En effet, plusieurs études ont montré le rôle que joue la MTl -MMP dans 
l'angiogenèse tumorale, un processus nécessaire au développement tumoral permettant 
l' apport continu de l'oxygène et des nutriments au site tumoral par la formation de nouveaux 
vaisseaux sanguins. De plus, il a été montré que le domaine cytoplasmique de la MTl-MMP, 
impliqué dans la régulation de différentes voies de signalisation intracellulaire, est 
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responsable de l' angiogenèse tumorale en permettant la formation de capillaires et en 
induisant la migration des cellules endothéliales. Il est donc impératif de comprendre les 
fonctions attribuables au domaine cytoplasmique de la MTl-MMP permettant d ' induire 
l 'angiogenèse tumorale, afin de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. 
2.2 Hypothèses de travail 
Le rôle de la MTl -MMP, via la signalisation cellulaire induite par son domaine 
cytoplasmique, dans la régulation de 1 ' angiogenèse tumorale et dans le recrutement des MSC 
au niveau des foyers tumoraux pourrait contribuer d ' un point de vue moléculaire à la 
vascularisation des tumeurs en régulant l' expression de facteurs pro-angiogéniques. Ainsi, 
nous émettons la première hypothèse suivante : 
Hypothèse #1 : La MTl-MMP contribue à la régulation des CSF impliquées dans 
la vascularisation tumorale via la voie de signalisation JAK/Stat dans les MSC. 
L'epigallocatechin gallate (EGCG), un polyphénol du thé vert, possède des effets 
immunomodulateurs et anti-angiogéniques qui lui permettraient d ' inhiber l' expression de 
certains facteurs de croissance ou cytokines secrétés par des MSC activées. Ainsi, nous 
émettons la deuxième hypothèse suivante : 
Hypothèse #2 : L'EGCG joue un rôle chimio-préventif en inhibant les CSF par le 
ciblage pharmacologique de la signalisation intracellulaire de la MTl-MMP dans 
les MSC. 
2.3 Objectifs de recherche 
Dans un premier temps, nous avons évalué lesquels des membres des CSF sont exprimés et 
induits dans les MSC activées par la ConA. De plus, nous avons étudié le rôle de MTl-MMP 
et de la signalisation intracellulaire en aval de la MTl-MMP tel l ' axe de signalisation de la 
famille des Janus Kinases JAKl , JAK2, JAK3 et TYK2 dans la régulation des CSF. Ainsi , 
--- ----------- - ----------------
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nos objectifs de recherche étaient, dans un deuxième temps, de démontrer lesquels des 
membres de la famille des JAK sont impliqués dans la régulation transcriptionelle des CSF. 
Dans un troisième temps, nous avons souhaité évaluer l' effet d'un traitement avec l'EGCG 
sur 1 'expression des CSF sécrétées par des MSC activées par la ConA ou par la surexpression 
de la MTl-MMP recombinante. Enfin, nous avons étudié dans un quatrième temps le rôle 
potentiel de Src dans la phosphorylation de la Tyr573 du domaine intracellulaire de la MTl-
MMP et, ultimement, son impact dans la régulation transcriptionelle des CSF. 
--· ·---- ------------
CHAPITRE III 
EPIGALLOCATHECHIN-GALLATE TARGETING OF MEMBRANE TYPE-1 MATRIX 
MET ALLOPROTEINASE-MEDIATED SRC AND JAK/ST AT3 SIGNALLING INHIBITS 
TRANSCRIPTION OF COLONY STIMULA TING FACTORS-2 AND -3 IN 
MESENCHYMAL STROMAL CELLS 
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ABSTRACT 
Epigallocatechin gallate (EGCG), a major form of tea catechins, possesses 
immunomodulatory and antiangiogenic effects which both contribute to its chemopreventive 
properties. In this study, we evaluated the impact of EGCG treatment on the expression of 
colony-stimulating factors (CSF) secreted from human bone marrow-derived mesenchymal 
stroma! cells (MSC), ali of which also contribute to these cells immunomodulatory and 
angiogenic properties. MSC were activated with Concanavalin-A (ConA), a Toll-like 
receptor (TLR)-2 and TLR-6 agonist as well as a membrane type-1 matrix metalloproteinase 
(MTl-MMP) inducer, which increased granulocyte macrophage-CSF (GM-CSF, CSF-2), 
granulocyte CSF (G-CSF, CSF-3), and MTl-MMP gene expression. EGCG antagonized the 
ConA-indùced CSF-2 and CSF-3 gene expression, and this process required an MTl-MMP-
mediated sequential activation of the Src and JAK/ST AT pathways. Gene silencing of MTl-
MMP expression further demonstrated its requirement in the phosphorylation of Src and 
STA T3, while overexpression of a nonphosphorylable MTl-MMP mutant (Y573F) abrogated 
CSF-2 and CSF-3 transcriptional increases. Given that MSC are recruited within 
vascularizing tumors and are believed to contribute to tumor angiogenesis, possibly through 
secretion of CSF-2 and CSF-3, our study suggests that diet-derived polyphenols such as 
EGCG may exert chemopreventive action through pharmacological targeting of the MTl-
MMP intracellular signaling. 
The abbreviations used are : ConA, concanavalin-A; CSF, colony stimulating factor; ECM, 
extracellular matrix; EGCG, epigallocatechin gallate; EPC, endothelial progenitor cells; JAK, 
janus kinase; MSC, mesenchymal stroma! cells; MTl -MMP, membrane type-1 matrix 
metalloproteinase; ST AT, signal transducers and activators of transcription; TLR, toll-like 
receptor; VEGF, vascular endothelial growth factor 
- --------- - -
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INTRODUCTION 
Increasing evidence supports trophic activities for mesenchymal stroma! cells (MSC), which 
employ their immunomodulatory functions and paracrine contribution towards the formation 
of vasculature in vivo (Meirelles et al, 2009; Sasoli et al, 2012). In fact, proangiogenic 
properties have been documented for MSC_ isolated from murine tissues, including bone 
marrow, white adipose tissue, skeletal muscle, and myocardium (Lin et al, 2012), while 
recent advances in our understanding of MSC paracrine contribution to tumour-derived 
angiogenesis also imply that systemically infused MSC must respond to serum-derived eues 
that direct their ultimate biodistribution within hypoxic tumours (Annabi et al, 2004; 
Bimbaum et al, 2007; Huang et al, 2012). The impact of secreted MSC-derived growth 
factors or cytokines responsible for paracrine regulation of angiogenesis remains, however, 
not fully understood. 
All MSC secrete multiple proangiogenic factors in culture, including members of the vascular 
endothelial growth factor (VEGF) and angiopoietin families (Mirotsou et al, 2011). More 
recently, the angiogenic activity of classical hematopoietic cytokines was found to affect 
certain endothelial cell functions , and hematopoietic factors have been clearly demonstrated 
to influence angiogenesis (Ribatti, 2012). Furthermore, specifie receptors for granulocyte 
colony-stimulating factor (CSF-2, G-CSF) and for granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (CSF-3 , GM-CSF) have been detected on the surface of endothelial cells 
(Bussolino et al, 1989; Bocchietto et al, 1993). Accordingly, subnanomolar concentrations of 
CSF-2 and of CSF-3 have been shown to induce the proliferation of endothelial cells derived 
from human vessels (Bussolino et al, 1989; Bussolino et al, 1991). Currently nothing is 
known about CSF-2 and CSF-3 expression and transcriptional regulation in MSC. 
Recently, we highlighted functional cross-ta1k between the membrane type-1 MMP (MTl-
MMP) and JAK/STAT-mediated signalling in Concanavalin-A (ConA)-activated MSC that 
could regulate the expression of the inflammation biomarker cyclooxygenase-2 (Akla et al, 
2012). Interestingly, aside from its canonical role in extracellular matrix (ECM) proteolysis, 
MTl -MMP is also involved in transducing crucial intracellular signalling that may control 
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severa! processes related to MSC mobilisation and cell survival (Annabi et al, 2003; Annabi 
et al, 2004; Meriane et al, 2006). In this study, we demonstrate that, as a consequence of 
ConA activation, sequential Src kinase and JAK/ST A T3 signalling are required to upregulate 
CSF-2 and CSF-3 transcription, and that this necessitates the contribution of MTl-MMP 
transduction through the crucial involvement of a phosphorylable Tyr573 residue located 
within its 20-amino acid cytoplasmic domain. Finally, we demonstrate that the 
antiangiogenic, green tea-derived polyphenol epigallocatechin gallate (EGCG) is able to 
abrogate both ConA- and MTl -MMP-induced CSF-2 and CSF-3 transcription, which effects 
add-up to EGCG' s pleiotropic chemopreventive properties. 
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MATERIALS AND METHODS 
Materials : Sodium dodecylsulfate (SDS), (-)-epigallocatechin gallate (EGCG), and bovine 
serum albumin (BSA) were purchased from Sigma (Oakville, ON). Cell culture media were 
obtained from Life Technologies (Burlington, ON). Electrophoresis reagents were purchased 
from Bio-Rad (Mississauga, ON). The enhanced chemiluminescence (ECL) reagents were 
from Amersham Pharmacia Biotech (Baie d'Urfé, QC). Micro bicinchoninic acid protein 
assay reagents were from Pierce (Rockford, IL). The JAK family tyrosine kinase inhibitor 
Tofacitinib (CP-690550) was from Cederlane (Burlington, ON) while AG490 was from 
Calbiochem (La Jolla, CA). The anti-STAT3 (79D7), anti -phospho-STAT3 (Tyr 705), anti-
Src, and anti-phospho-Src polyclonal antibodies were from Cell Signaling Technology 
(Beverly, MA). The polyclonal antibody against the MTI -MMP catalytic domain was from 
Millipore (Billerica, MA). 
Cel! cultures : Human MSC, obtained from marrow biopsies of vol unteers undergoing hip 
replacement, were isolated by Ficoll gradient and plastic adherence, and expanded in uMEM 
(GibcoBRL) with 16.5% inactivated fetal bovine serum (iFBS) (Hyclone Laboratories, 
Logan, UT). Serum starvation is classically performed by culturing the cells in high aMEM-
containing 2 mM L-glutamine and 100 units/ml Penicillin/Streptomycin from which 
inactivated fetal bovine serum was omitted. Cell death was quantified using the 
NucleoCounter deviee from ChemoMetec (Mandel Scientific Company, Guelph, ON). 
Immunoblotting procedures : Cells from MSC were lysed in a buffer containing 1 mM each 
of NaF and Na3V04 (Meriane et al, 2006), and proteins were separated by SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). After electrophoresis, proteins were 
electrotransferred to polyvinylidene difluoride membranes and immunoreactive material was 
visualized by enhanced chemiluminescence as described previously (Lord-Dufour et al, 
2009). 
Total RNA isolation, eDNA synthesis and real-time quantitative RT-PCR : Total RNA was 
extracted from MSC monolayers using TRizol reagent (Life Technologies, Gaithersburg, 
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MD). For eDNA synthesis, 1 J.lg of total RNA was reverse-transcribed into eDNA using a 
high capacity eDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, Poster City, CA). eDNA 
was stored at -80°C prior to PCR. Gene expression was quantified by real-time quantitative 
PCR using iQ SYBR Green Supermix (BIO-RAD, Hercules, CA). DNA amplification was 
carried out using an !cycler iQS (BIO-RAD, Hercules, CA) and product detection was 
performed by measuring binding of the fluorescent dye SYBR Green I to double-stranded 
DNA. The following primer sets were provided by QIAGEN (Valencia, CA): MT1-MMP 
(Hs_MMP14_1_SG, QT00001533), ~-Actin (Hs_ACTB_2_SG, QT01680476), GAPDH 
(Hs_GAPDH_1_SG, QT00079247), PPIA (Hs_PPIA_ 4_SG, QT01866137), STAT3 
(Hs_STAT3_1_SG, QT00068754), CSF-1 (Hs_CSF1_1_SG, QT00035224), CSF-2 
(Hs_CSF2_1_SG, QT00000896), CSF-3 (Hs_CSF3_1_SG, QT00001414), TLR-2 
(Hs_TLR2_1_SG, QT00236131), TLR-6 (Hs_TLR6_1_SG, QT00216272). The relative 
quantities of target gene mRNA against an internai control, ~-Actin/GAPDH/PPIA RNA, 
were measured by following a ~CT method employing an amplification plot (fluorescence 
signal vs. cycle number). The difference (~CT) between the mean values in the triplicate 
samples of target gene and those of ~-Actin/GAPDH/PPIA RNA were calculated by iQS 
Optical System Software version 2.0 (BIO-RAD, Hercules, CA) and the relative quantified 
value (RQV) was expressed as 2-~CT. Semi-quantitative PCR was performed to examine 
amplification products and amplicons resolved on 1.8% agarose gels containing 1 J.Lg/ml 
ethidium bromide. 
Transfection method and RNA interference : MSC were transiently transfected with 20 nM 
siRNA against SRC (human Hs_src_10 Flexitube siRNA, SI02664151), MT1 -MMP (human 
Hs_MMP14_6 HP siRNA, SI03648841), TLR-2 (human Hs_TLR2_1 Flexitube siRNA, 
SI00050015), TLR-6 (human Hs_TLR6_2 siRNA, SI00084168) or scrambled sequences 
(AllStar Negative Control siRNA, 1027281) using Lipofectamine 2000 transfection reagent 
(Invitrogen, CA). Small interfering RNA and mismatch siRNA were synthesized by 
QIAGEN and annealed to form duplexes. MSC were transiently transfected with eDNA 
constructs encoding fulllength MTl -MMP (15) or a non-phosphorylable MTl -MMP mutant 
Y573F (Nyalendo et al, 2008). 
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Statistical data analysis : Data are representative of three or more independent experiments. 
Statistical significance was assessed using Student's unpaired t-test. Probability values of Jess 
than 0.05 were considered significant and an asterisk identifies such significance in the 
figures. 
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RESULTS 
Concanavalin-A transcriptional regulation of CSF-1 , CSF-2, and CSF-3 gene expression. 
We first assessed whether the TLR-2 , TLR-6 , CSF-1 , CSF-2 , and CSF-3 transcripts were 
present in MSC. Total RNA was extracted from untreated MSC and eDNA was synthetized 
as described in the Methods section. qPCR was then performed and end of cycle products 
loaded onto an agarose gel showed that single amplicons with the expected sizes were 
produced (Fig.lA). When serum-starved MSC were treated with various Concanavalin-A 
(ConA) concentrations for 18 hours, we found that CSF-1 gene expression was only 
moderately induced, while those of CSF-2 and CSF-3 were significantly upregulated with 
CSF-2 reaching a transient peak at 3 f-lg /ml ConA and CSF-3 reaching a maximal stimulation 
at 30 flg/ml ConA (Fig.lB). In agreement we previously reported data (Currie et al , 2007) , a 
slight decrease in MSC viability was also monitored at that maximal ConA concentration 
(Fig.lB , dashed lines). Unless otherwise stated , ail subsequent experiments were therefore 
performed at either 3 flg/ml ConA for CSF-2 or 30 flg/ml ConA for CSF-1 and CSF-3 . 
TLR-2 and TLR-6 gene silencing abrogates Concanavalin-A-induced CSF-2 and CSF-3 
transcriptional regulation. Given that MSC express Toll-like receptors (TLR) , and that ConA 
is a TLR-2/6 agonist, we next assessed their respective impact as intermediates in ConA-
mediated CSF transcriptional regulation. Efficient TLR-2 and TLR-6 gene silencing was 
achieved (Fig .2A), and abrogated ConA 's ability to trigger CSF-2 and CSF-3 expression 
(Fig.2B) . Our data therefore suggest that either TLR-2 or TLR-6 independently from each 
other possesses the ability to transduce ConA effects . 
EGCG inhibits Concanavalin-A-induced CSF-2, CSF-3, and MTJ-MMP gene expression. 
Green tea polyphenol EGCG was next tested to evaluate its capacity to alter ConA-induced 
CSF transcription. MSC were serum-starved and treated with ConA, and then total RNA was 
isolated. Gene expression levels were assessed by qPCR and we observed that CSF-2 and 
CSF-3 (Fig.3, left panel), as weil as MTl -MMP (Fig.3 , right panel), were strongly 
downregulated by EGCG with calculated IC50 ranging from 1.9-2.3 !lM for CSF-2 and CSF-
3. Moderate decreases in CSF-1 (~42%) and in STAT3 (~21%) gene expressions were 
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observed in ConA-treated cells. EGCG alone up to 30 ~-tM did not affect MSC viability, while 
a slight 5-8% additional effect was found to decrease cell viability in the presence of ConA 
(not shown). 
Concanavalin-A-induced sequential phosphorylation of Src and STAT3 is inhibited by 
EGCG. Given that ConA is a TLR-2/6 agonist, we next sought to evaluate the Src and 
JAK/STAT3 signalling pathways. MSC were serum-starved and treated with ConA, and then 
cell lysates were isolated for Western blotting and immunodetection. We found that Src 
phosphorylation was rapidly and transiently induced within the first minute of treatment 
(Fig.4A), while STAT3 phosphorylation only peaked at 2 hours oftreatment (Fig.4B). When 
MSC were preincubated with EGCG in order to compare its effects with pharmacological 
inhibitors of Src (PP2) or Jak (AG490, Tofacitinib), we found that EGCG effectively 
inhibited short-term Src phosphorylation (Fig.4C, right panel), as weil as long-term ST A T3 
phosphorylation (Fig.4D, right panel). Short-term phosphorylation of Src by ConA was not 
affected by AG490 or Tofacitinib (Fig.4C, left panel), while that of ST AT3 was inhibited by 
PP2 preincubation (Fig.4D, left panel) suggesting that a sequential signalling cascade occurs 
following ConA stimulation. 
MTJ-MMP and Src are respective/y required for Src and STAT3 phosphorylation by 
Concanavalin-A. Given that MTl-MMP was recent! y shown to regulate ST A T3 
phosphorylation (Akla et al, 2012), and that this also requires Src kinase activity, we decided 
to assess the potential relationship between MTl-MMP-mediated signalling and Src kinase 
activity in ConA action. Src (Fig.SA) and MTl-MMP (Fig.SB) protein expression in MSC 
were significantly silenced using specifie siRNA strategies. When MSC were then treated 
with ConA, both Src phosphorylation (Fig.SA, 1 min treatment) and STAT3 phosphorylation 
(Fig.SB, 2 hrs treatment) were abrogated. This suggests that ConA-mediated phosphorylation 
of Src and of STAT3 requires an initial signaling cascade triggered by MTl-MMP. 
MTJ-MMP and Src kinase activity are required in Concanavalin-A-induced CSF-2 and CSF-
3 transcription. A gene silencing strategy similar to that above was applied to assess whether 
ConA required either MTl-MMP or Src to trigger CSF gene expression. We found that MTl-
- ~~~~~~~----~ - ----
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MMP and Src gene silencing abrogated ConA-induced CSF-2 and CSF-3, but not CSF-1, 
transcription (Fig.6). Interestingly, PP2 antagonized ConA-induced CSF-2 and CSF-3 
confirrning the requirement for Src kinase activity. 
MTJ-MMP overexpression triggers Src and STAT3 phosphorylation which leads to CSF-2 
and CSF-3 increased transcription. In order to better ascertain the importance of intracellular 
signalling originating from the cytoplasmic domain of MTl-MMP, recombinant forms of 
either Wt-MTl-MMP or a mutant MTl -MMP, in which the crucial Tyr573 residue was 
mutated (Y73F), were overexpressed in MSC. Both recombinant forms were efficiently 
overexpressed (Fig.7A and 7B). Only the Wt-MTI-MMP signalled Src and STAT3 
phosphorylation (Fig.? A) and led to increased transcription of both the CSF-2 and CSF-3 
genes (Fig.7C). Mutation of Tyr573 within the MTl -MMP cytoplasmic domain prevented it 
from triggering Src or STAT3 phosphorylation or increasing the extent ofCSF-2 and CSF-3 
transcription. This demonstrates that increased MTl -MMP expression signais CSF-2 and 
CSF-3 transcriptional regulation. 
EGCG inhibits MTJ-MMP-mediated Src and STAT3 phosphorylation. In light of its ability to 
inhibit ConA-mediated Src and STA T3 phosphorylation and given the fact that MTl -MMP 
silencing abrogated ConA's action, we next assessed EGCG's ability to target MTl -MMP-
mediated signaling functions. MTl-MMP was overexpressed in MSC, and then cells were 
subjected to 30 f,tM EGCG treatment. We found that EGCG effectively diminished Wt-MTI -
MMP-mediated Src and STAT3 phosphorylation (Fig.8A) and caused decreased CSF-2 and 
CSF-3 transcription (Fig.8B), as was similarly observed in ConA-treated cells. 
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DISCUSSION 
Since its discovery, MTl -MMP has been extensively investigated and is now among the best 
characterized MMPs. MT1 -MMP has been implicated in various physiological and 
pathological processes such as wound healing, bone development, angiogenesis, 
inflammation, cancer invasion and metastasis (Bauvois, 2004), ali of which also involve the 
recruitment of circulating bone marrow-derived MSC (Abarrategi et al, 2011). Although 
MT1 -MMP primarily functions immediately outside the cell surface, where it modifies the 
environment of the cell (Moss et al, 2009), it is now suggested that alteration of signalling 
driven from the ECM adhesion molecules or in response to chemokines can be transduced by 
MTl -MMP, thereby influencing cellular functions (Gonzalo et al, 2010). In our study, we 
demonstrate the essential requirement for MTl-MMP in transducing intracellular signalling 
that regulates CSF-2 and CSF-3 transcription. Given its capacity to interact with extracellular 
components that impact on intracellular functions, a plausible mechanism may , upon 
extracellular complexation of MMP-2fTIMP-2/MTl-MMP, trigger a potential 
conformational change in MT1 -MMP structure that would impact on its ability to relay 
intracellular signais. To validate such an audacious hypothesis , one would need a complex 
structure-to-function study with MT1-MMP deletion mutants within its catalytic, hemopexin, 
and hinge domains ali believed to recognize , anchor, and catalyze proMMP to MMP 
activation. 
MTl-MMP's intracellular function was also reported to impact on transcriptional regulation 
of other tumourigenic growth factors, such as VEGF-A (Eisenach et al , 2010). In fact, among 
the numerous circulating chemotactic mediators, chemokines play key roles in 
haematopoietic stem cell trafficking (Bautz et al , 2001), and in endothelial progenitor cells 
(EPC) homing to tumours. As such, high levels of serum VEGF and CSF were correlated to 
EPC recruitment within tumour microvessels where they were found to contribute to tumour 
vasculogenesis (Sun et al, 2012). Furthermore, our findings that CSF-3 is induced through 
MTl-MMP signaling in MSC add toits list of key roles in myeloid cell recruitment since it 
affects vasculogenesis through recruitment of EPC (Y oshioka et al , 2006). These studies, 
along with the fact that CSF-3 accelerates re-endothelialisation processes after vascular in jury 
- - ------ - -- ----- - -----
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(Yoshioka et al, 2006) , suggest that CSF-3 plays several roles not only through effects on 
neutrophils but also through effects on other bone marrow-derived cells. 
Our current study also sheds light on the emerging importance of TLR modulators such as the 
naturally-occurring plant lectins . These lectins are used by the pharmaceutical industry as 
part of reliable in vitro cell functional assays for studying biological systems ranging from 
mitogenicity to pro-inflammatory cytokine production (Kanellopoulos et al , 1985; Ferriz-
Martinez et al, 2010). Given the use of the lectin ConA , a potent TLR-2 and TLR-6 agonist , 
in MSC activation, our study further supports the known crosstalk that exists between TLR 
and cancer (Goutagny et al, 2012), angiogenesis (Grote et al, 2011) and inflammation (Kong 
& Le, 2011). Interestingly, ConA is weil documented as inducing MTl-MMP, the expression 
of which has also been documented in ali the above regulated processes, similar to TLR 
involvement (Arroyo et al, 2007; Strongin, 2010). Our study shows that EGCG inhibits both 
ConA- and MTl-MMP-mediated signalling that leads to increased CSF-2 and CSF-3 gene 
expression. In support of this, EGCG was already described as inhibiting TLR-2 and TLR-4 
signaling (Byun et al, 2011 ; Byun et al, 2012) , as weil as the signaling that leads to 
diminished MTl-MMP gene expression (Annabi et al , 2002). We further show that EGCG 
inhibits a ConA- and MTl-MMP-mediated signaling cascade that leads to Src and STAT3 
phosphorylation (Fig.9). Such Src phosphorylation was previously reported in MCF-7 breast 
cancer cells where it regulated the transcription of VEGF-A (Eisenach et al, 2010). Besides 
its impact on cancer progression and angiogenesis, MT1-MMP-mediated transcriptional 
regulation of genes seems to also be among the functions that impact on the expression of 
biomarkers in autophagy (Pratt et al , 2012) as weil as in neuroinflammation (Annabi et al , 
2009) . 
In the current study , we also confirmed a role for the Tyr573 residue located within the 
intracellular domain of MTl-MMP since the Y573F mutation disabled MTl -MMP's capacity 
to trigger Src phosphorylation and subsequent CSF-2 and CSF-3 transcri ption . Interestingly, 
MTl-MMP-mediated phosphorylation of Src is also believed to trigger a positive feedback 
loop resulting in increased MTl -MMP phosphorylation which may also regulate MTl -MMP 
ubiquitination at Lys581 and lead to increased cell migration (Eisenach et al , 2012) . Src-
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mediated phosphorylation was, in fact , shown to occur within the Tyr573 of the intracellular 
domain of MTl-MMP where it was suggested to affect endothelial cell migration (Nyalendo 
et al, 2007). Impaired phosphorylation of Ty~73 was shown to reduce tumour growth in mice 
(Currie et al, 2007), but further transcription studies were not performed. In our study, we 
demonstrate that impaired Ty~73 phosphorylation abrogates MTl-MMP's ability to regulate 
CSF-2 and CSF-3 gene transcription which may, in part, ex plain the previously reported low 
tumour -associated angiogenesis. 
Given previous moderate-to-no success targeting of soluble secreted MMPs, membrane-
bound MMPs have recently become critical pharmacological targets in angiogenesis-related 
disease treatment (Arroyo et al, 2007). Accordingly , preclinical proof of principle rationale 
was recently provided for the design and development of novel and selective MTl-MMP 
inhibitors that specifically target its hemopexin domain (Remacle et al, 2012) , while recent 
molecular profiling has identified Actinonin, originally classified as an aminopeptidase 
N/CD13 pharmacological inhibitor, with MTl-MMP targeting functions (Sina et al, 2009). 
Finally, impact on lymphangiogenesis with selective targeting of MTl-MMP was also 
achieved through the use of specifie monoclonal antibodies (lngvarsen et al, 2013), while 
AG3340 a potent small-molecule MTl-MMP antagonist was required for the design of novel 
therapies for type 1 diabetes (Savinov & Stropgin, 2013). 
In conclusion, primary vascularizing and metastatic tumors are thought to attract MSC in 
their microenvironment where they become tumour-associated fibroblasts, affect tumor cell 
survival and angiogenesis, and have an immunomodulatory function (Annabi et al, 2004; 
Bergfeld & Declerck, 2010). Provided that those IC50 values of EGCG we report in this study 
(Fig.3) closely approximate the reported plasmatic concentrations of ~1 [!M (Yang et al, 
1998; Umegaki et al, 2001), with optimal pharmacological effects achieved at 30 [!M, our 
study puts emphasis on potential strategies aimed at targeting MSC proangiogenic and 
immunomodulatory functions, thereby preventing their contribution to tumour development. 
Given that MSC contribute to tumour angiogenesis, possibly through secretion of CSF-2 and 
CSF~3 , we provide the first molecular evidence that one such strategy makes use of the 
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chemopreventive properties of diet-derived polyphenols such as EGCG that may act through 
pharmacological targeting of the MTl-MMP intracellular signaling. 
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Fig.l : Concanavalin-A transcriptional regulation of CSF -1, CSF -2, and CSF -3 gene 
expression. Subconfluent MSC were serum-starved and treated with various 
concentrations of Concanavalin-A (ConA) for 24 hours. Total RNA was extracted, 
and qRT-PCR was used to assess gene expression. (A) A representative agarose gel 
of the corresponding single product ampli cons is shown. (B) A representative qPCR 
profile, out of three independent experiments, is shown for TLR-2, TLR-6, CSF-1, 
CSF-2, and CFS-3 genes. Data represent mean values from triplicates. Typical cell 
viability readout was assessed as described in the Methods section and is represented 
by dashed !ines. 
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Fig.2 : TLR-2 and TLR-6 gene silencing abrogates Concanavalin-A-induced CSF-2 and 
CSF-3 transcriptional regulation. MSC were transiently transfected with scrambled 
sequences (siScrambled), TLR-2 siRNA (siTLR-2), or TLR-6 siRNA (siTLR-6) as 
described in the Methods section. Total RNA was extracted, and qRT-PCR was used 
to assess (A) TLR-2 and TLR-6 gene silencing, as weil as (B) CSF-1 , CSF-2, and 
CSF-3 gene expression upon treatment with 3 f-1-g/ml (CSF-2) or 30 f-1-g/ml (CSF-1, 
CSF-3) ofConcanavalin-A (ConA) for 24 hours . 
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Fig.3: EGCG inhibits Concanavalin-A-induced CSF-2, CSF-3, and MTl-MMP gene 
expression. Subconfluent MSC were serum-starved and treated with Concanavalin-A 
(ConA) at either 3 f,lg/ml (CSF-2) or 30 f.tg/ml (CSF-1, CSF-3) for 24 hours in the 
presence of increasing concentrations of EGCG (vehicle is 70% EtOH). Total RNA 
was extracted, and qRT-PCR was used to assess gene expression of(A) CSF-1, CSF-
2, CSF-3, and (B) MT1 -MMP, STAT3 . A representative qPCR profile, from three 
independent experiments, is shown for the corresponding genes. Data represent mean 
values from triplicates. 
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Fig.4 : EGCG inhibits Concanavalin-A-induced short-term Src phosphorylation and 
long-term STAT3 phosphorylation. Subconfluent MSC were serum-starved and 
treated with 30 f.!g/ml Concanavalin-A for the times indicated. Cell lysates were 
isolated, western blotting and immunodetection were performed using (A) anti-
phospho-Src and anti-Src, or (B) with anti-STAT3 and anti-phospho-STAT3 
antibodies . A representative scanning densitometry assessment was performed to 
show the respective extent of Src phosphory lation and of ST A T3 phosphory lation. 
Pre-incubation of MSC for 30 minutes was performed with vehicle, 30 !-lM AG490, 
30 f.!M Tofacitinib, 30 f.!M EGCG, or 10 f.!M PP2, followed by a treatment with 30 
f.!g/ml Concanavalin-A for (C) 1 minute, or (D) 2 hours. Cell lysates were isolated, 
western blotting and immunodetection were performed using the indicated 
antibodies. Vehicle for AG490 and Tofacitinib was H20 . Vehicle for EGCG and PP2 
was 70% EtOH. 
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Fig.5 : MTl-MMP and Src gene silencing abrogates Concanavalin-A-induced Src and 
STAT3 phosphorylation. MSC were transiently transfected with scrambled 
sequences (siScramb), Src siRNA (siSrc), or MTl -MMP siRNA (siMTl-MMP) as 
described in the Methods section. MSC were then serum-starved and treated with 30 
flg/ml Concanavalin-A for either (A) 1 minute to monitor Src phosphorylation, or (B) 
2 hours to monitor ST AT3 phosphorylation. Cell lysates were isolated, western 
blotting and immunodetection were performed using (A) anti-phospho-Src and anti-
Src, or (B) with anti-ST AT3, anti-phospho-STA T3 antibodies. 
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Fig.6: MTl-MMP and Src gene silencing abrogates Concanavalin-A-induced CSF-2 
and CSF-3 transcriptional regulation. MSC were transiently transfected with 
scrambled sequences (siScrambled), Src siRNA (siSrc), or MTl-MMP siRNA 
(siMT1) as described in the Methods section. Total RNA was extracted, and qRT-
PCR was used to assess CSF-1, CSF-2, CSF-3, and MTl-MMP gene expression 
upon treatment with 3 f!g/ml (CSF-2) or 30 f!g/ml (CSF-1 , CSF-3) of Concanavalin-
A (ConA) for 24 hours. Where indicated, cells were pretreated for 30 minutes with 
10 f!M PP2 prior to Concanavalin-A treatment. 
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Fig.7 : MTl-MMP overexpression triggers CSF-2 and CSF-3 gene expression and 
requires phosphorylation of Tyr573 in its intracellular domain. Subconfluent MSC 
were transiently transfected with eDNA plasmids encoding Wt full-length MTI-
MMP or MTI-MMP mutant Y573F, as described in the Methods section. Celllysates 
were isolated, and western blotting and immunodetection performed using (A) anti-
phospho-Src, anti-Src, anti-STAT3, anti-phospho-STAT3 , or anti-MTI-MMP 
antibodies. (B) Total RNA was also extracted from the lysates and qRT-PCR was 
used to assess gene expression of MTI-MMP, or (C) CSF-1, CSF-2, and CSF-3. A 
representative qPCR profile, out of three independent experiments, is shawn for the 
corresponding genes. Data represent mean values from triplicates. 
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Fig.8: EGCG inhibits MTl-MMP-induced Src and STAT3 phosphorylation, and 
inhibits CSF-2 and CSF-3 gene expression. Subconfluent MSC were transiently 
transfected with a eDNA plasmid encoding the Wt full-length MTl-MMP as 
described in the Methods section. Cells were then treated with 30 ~--tM EGCG for 18 
hours, lysates were isolated, and western blotting and immunodetection performed 
using (A) anti-phospho-Src, anti-Src, anti-STAT3, or anti-phospho-STAT3 . (B) Total 
RNA was extracted from the lysates and qRT-PCR was used to assess gene 
expression ofCSF-1 , CSF-2, and CSF-3. A representative qPCR profile, out ofthree 
independent experiments, is shown for the corresponding genes. Data represent mean 
values from triplicates . 
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Fig.9 : Scheme summarizing the effects of EGCG against the molecular mechanisms 
involved in Concanavalin-A- and MTl-MMP-mediated regulation of CSF-2 and 
CSF-3 transcription. In this study, we show that ConA triggers MTl-MMP, CSF-2, 
and CSF -3 transcription, possibly through Toll-like receptor (TLR)-mediated 
signalling. Increased MTl-MMP gene/protein expression triggers sequential Src and 
STAT3 phosphorylation, which require the involvement of a crucial phosphorylable 
Tyr573 located within the MTl-MMP intracellular domain. Pharmacological 
inhibitors ofthe Src kinase (PP2) and JAK./STAT pathways (AG490, Tofacitinib), as 
well as the green tea-derived EGCG, efficiently inhibit both ConA- and MTl -MMP-
dependent signalling. TIMP-2, tissue inhibitor of matrix metalloproteinases-2. 
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ABSTRACT 
Human bone marrow-derived mesenchymal stroma! cells (MSC) express Toll-like receptors 
(TLR) and produce cytokines and chemokines, ali of which contribute to these cells' 
immunomodulatory and proangiogenic properties. Among the secreted cytokines, colony-
stimulating factors (CSF) regulate angiogenesis through activation of endothelial cell 
proliferation and migration. Since MSC are recruited within hypoxic tumors where they 
signal paracrine-regulated angiogenesis, the aim of this study was to evaluate which CSF 
members are expressed and are inducible in activated MSC. Furthermore, we investigated the 
JAK/STAT signal transducing pathway that may impact on CSF transcription. MSC were 
activated with Concanavalin-A (ConA), a TLR-2/6 agonist as weil as a membrane type-1 
matrix metalloproteinase (MTl-MMP) inducer, and we found increased transcription of 
granulocyte macrophage-CSF (GM-CSF, CSF-2), granulocyte CSF (G-CSF, CSF-3), and 
MTl -MMP. Gene silencing of either STAT3 or MTl-MMP prevented ConA-induced 
phosphorylation of STAT3, and reversed ConA effects on CSF-2 and CSF-3. Treatment with 
the Janus Kinase (JAK)2 inhibitor AG490 antagonized the ConA induction of MT1-MMP 
and CSF-2, while the pan-JAK inhibitor Tofacitinib reversed ConA-induced CSF-2 and -3 
gene expression. Silencing of JAK2 prevented the ConA-mediated increase of CSF-2, while 
silencing of JAK1 , JAK3 and TYK2 prevented the increase in CSF-3. Given that combined 
TLR-activation and locally-produced CSF-2 and CSF-3 could regulate immunomodulation 
and neovascularization, pharmacological targeting of TLR-2/6-induced MT I-
MMP/JAK/STAT3 signalling pathway may prevent MSC contribution to tumor 
development. 
Abbreviations : ConA, concanavalin-A; CSF, colony stimulating factor; ECM, extracellular 
matrix; JAK, janus kinase; MSC, mesenchymal stroma! cells; MTl -MMP, membrane type-1 
matrix metalloproteinase; STA T, signal transducers and activators of transcription; TLR, 
Toll-like receptors 
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1. INTRODUCTION 
Mesenchymal stroma! cells (MSC) ability to suppress the immune system is, in part, 
attributed to Toll-like receptors (TLR) activation and signalling (Auletta et al, 2012). In fact, 
TLR ligation has been reported to influence MSC differentiation, proliferation, migration, 
and immunomodulation (Bunnell et al 2010; DelaRosa et al, 2010). Among the emerging 
important TLR modulators, naturally-occurring plant lectins are used by the pharmaceutical 
industry for reliable in vitro cell functional assays to study biological systems ranging from 
mitogenicity to pro-inflammatory cytokine production (Kanellopoulos et al, 1985; Ferriz-
Martinez et al, 2010). To this end, the lectin from Canavalia ensiformis (Concanavalin-A, 
ConA) is commonly used to stimulate TLR2/6 (Unitt & Homigold, 2011) signalling, and has 
helped unravel severa! MSC angiogenic (Annabi et al, 2003), proliferative (Fortier et al, 
2008) and immunosuppressive/immunomodulatory functions (Scheibe et al, 2012), as weil as 
their possible use in tissue engineering and cell therapy (Nishimura et al, 2004). More 
recent! y, ConA was found to trigger inflammatory responses through JAK/ST A T3 signalling 
in MSC (Akla et al, 2012). Thus the first aim of this study was to specifically assess CSF 
gene expression levels and the contribution of the JAK/ST AT signal ling pathway that may 
regulate CSF transcription in ConA-activated MSC. 
Recruitment of MSC by experimental implanted vascularizing tumors and their incorporation 
within the tumor architecture (Studeny et al, 2002; Nakamizo et al, 2005) implies that these 
cells must ultimately respond to inflammation- and tumor-derived growth factor eues 
(Annabi et al, 2004; Bimbaum et al, 2007). Given their intrinsic immunosuppressive property 
(Le Blanc & Ringdén , 2005; Dazzi et al, 2012), it is further hypothesized that MSC could 
contribute to tumor formation and growth in vivo through sorne paracrine-mediated processes 
involving, in part, promotion of neovascularization (Huang et al, 2012). In fact, MSC's 
contribution to pathological angiogenesis , such as that involved in solid tumor development, 
has been demonstrated to occur through their integration into tumor vesse! walls as pericytes-
like MSC (Bexell et al , 2009). On the other hand MSC were also shown to promote 
physiological angiogenesis in therapeutic approaches (Al-Khaldi et al, 2003; Chen et al, 
,-----------~---------------- - -- ----------- -------- ---- ----------
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2006) . Severa! mechanisms by which MSC contribute to angiogenesis are currently explained 
by their significant paracrine effects rather than their differentiation capacity (Wong , 2011). 
For example, MSC demonstrate trophic effects via the production of various growth factors 
and cytokines (Capian & Dennis, 2006) . These include an assortment of hematopoietic 
cytokines including constitutively expressed macrophage colony-stimulating factor (M-CSF, 
CSF-1) , stem cell factor, interleukin-6, interleukin-11, inducible expressed granulocyte 
colony-stimulating factor (G-CSF, CSF-3) and granulocyte macrophage colony-stimulating 
factor (GM-CSF, CSF-2) (Majumdar et al , 2000) . Interestingly , both CSF-2 and CSF-3 
induce endothelial cells to trigger an activation/differentiation program related to 
angiogenesis (Bussolino et al, 1991). 
ConA treatment further elicites biological lectinlcarbohydrate interactions known to mediate 
extracellular matrix (ECM) protein recognition in part through MTl-MMP, a cell surface 
matrix metalloproteinase also demonstrated to drive MSC mobilization (Annabi et al, 2003 ; 
Karow et al, 2009), and to trigger crucial signal transducing functions , which included 
interactions with intracellular p130Cas (Gingras et al, 2008), MTCBP-1 (Uekita et al, 2004), 
3BP2 (Proulx-Bonneau et al, 2011), and Src-mediated events (Nyalendo et al, 2007). In order 
to assess the potential triggering events involved in ConA-mediated CSF transcriptional 
regulation, we also evaluated altemate downstream signalling targets of MTl-MMP such as 
the Janus Kinase family JAKl , JAK2, JAK3 , and TYK2 signalling axis in CSF 
transcriptional regulation. 
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2. MATERIALS AND METHODS 
2.1. Materials 
Sodium dodecylsulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA) were purchased from Sigma 
(Oakville, ON). Cell culture media were obtained from Life Technologies (Burlington, ON). 
Electrophoresis reagents were purchased from Bio-Rad (Mississauga, ON). The enhanced 
chemiluminescence (ECL) reagents were from Amersham Pharmacia Biotech (Baie d'Urfé, 
QC). Micro bicinchoninic ac id protein assay rea gents were from Pierce (Rockford, IL). The 
JAK family tyrosine kinase inhibitors Tofacitinib (CP-690550) were from Cederlane 
(Burlington, ON) and AG490 from Calbiochem (La Jolla, CA). The anti-ST AT3 (79D7) and 
anti-phospho-STAT3 (Tyr 705) polyclonal antibodies were from Cell Signalling Technology 
(Beverly, MA). The polyclonal antibody against the MT1-MMP catalytic domain was from 
Millipore (Billerica, MA). 
2.2. Cel! cultures 
Human MSC were obtained from marrow biopsies of volunteers undergoing hip replacement 
and isolated by Ficoll gradient. Cells were plated in high glucose Dulbecco ' s modified 
Eagle ' s medium (DMEM; GibcoBRL) supplemented with 10% inactivated fetal bovine 
serum (iFBS) (Hyclone Laboratories, Logan, UT) and 100 units/ml Penicillin/Streptomycin. 
After 5-7 days of incubation in a humidified incubator at 3TC with 5% C02, the 
nonadherent hematopoietic cells were discarded. Adherent MSC were further grown on non-
coated culture dishes and maintained over 14 passages. Analysis by flow cytometry 
performed at passage 14 revealed that MSC expressed CD44, yet were negative for CD45, 
CD31, KDR/flk1 (VEGF-R2), flt-4 (VEGF-R3), and Tie2 (angiopoietin receptor) (data not 
shown). Serum starvation was performed by culturing the cells in high aMEM, 2 mM L-
glutamine, and 100 units/ml Penicillin/Streptomycin from which the inactivated fetal bovine 
serum was om itted. 
2.3. Immunoblotting procedures 
Cells from MSC were 1ysed and proteins were separated by SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis (PAGE). After electrophoresis, proteins were electrotransferred to 
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polyvinylidene difluoride membranes and immunoreactive material was visualized by 
enhanced chemiluminescence as described previously (Lord-Dufour et al, 2009). 
2.4. Gelatin zymography 
Gelatin zymography was used to assess the extracellular levels of secreted proMMP-2 and 
MMP-2 activities. Briefly , an aliquot (20 f.Ll) of the culture medium was subjected to SDS-
PAGE in a gel containing 0.1 mg/ml gelatin (Sigma-Aldrich Canada, G2625) . The gels were 
then incubated in 2.5 % Triton X-100 (Bioshop, TRX506.500) and rinsed in nanopure 
distilled water. Gels were further incubated at 37°C for 20 h in 20 mM NaCl , 5 mM CaC12 , 
0.02% Brij-35, 50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.6 and then stained with 0.1 % Coomassie 
Brilliant blue R-250 (Bioshop , CBB250) and destained in 10% acetic acid, 30% methanol in 
water. Gelatinolytic activity was detected as unstained bands on a blue background . 
2.5. Total RNA isolation, eDNA synthesis and real-time quantitative RT-PCR 
Total RNA was extracted from MSC monolayers using TRizol reagent (Life Technologies, 
Gaithersburg, MD). For eDNA synthesis, 1 !lg of total RNA was reverse-transcribed into 
eDNA using a high capacity eDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, Foster 
City, CA). eDNA was stored at -80°C prior to PCR. Gene expression was quantified by real-
time quantitative PCR using iQ SYBR Green Supermix (BIO-RAD, Hercules, CA). DNA 
amplification was carried out using an !cycler iQ5 (BIO-RAD, Hercules, CA) and product 
detection was performed by measuring binding of the fluorescent dye SYBR Green I to 
double-stranded DNA. The following primer sets were provided by QIAGEN (Valencia, 
CA): MTl-MMP (Hs_MMP14_1_SG, QT00001533), ~-Actin (Hs_ACTB_2_SG, 
QT01680476), GAPDH (Hs_GAPDH_1_SG, QT00079247), PPIA (Hs_PPIA_ 4_SG, 
QT01866137), STAT3 (Hs_STAT3_1_SG, QT00068754), CSF-1 (Hs_CSF1_1_SG, 
QT00035224), CSF-2 (Hs_CSF2_1_SG, QT00000896), CSF-3 (Hs_CSF3_1_SG, 
QTOOOO 1414 ). The relative quantities of target gene rn RNA against an internai control, ~­
Actin/GAPDH/PPIA RNA, were measured by following a ~CT method employing an 
amplification plot (fluorescence signal vs. cycle number). The difference (~CT) between the 
mean values in the triplicate samples of target gene and those of ~-Actin!GAPDH/PPIA RNA 
were calculated by iQ5 Optical System Software version 2.0 (BIO-RAD, Hercules, CA) and 
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the relative quantified value (RQV) was expressed as 2··\ - Semi-quantitative PCR was 
performed to examine amplification products and amplicons resolved on 1.8% agarose gels 
containing 1 f.!g/ml ethidium bromide . 
2.6. Transfection method and RNA interference 
Subconfluent (30-50%) MSC were transiently transfected for 24 hours in serum-free media 
and with 20 nM siRNA against STAT3 (human Hs_STAT3_7 FlexiTube siRNA, 
5102662338), MTl -MMP (human Hs_MMP14_6 HP siRNA, SI03648841), JAKl (human 
Hs_JAK1_5 FlexiTube siRNA, SI00605514), JAK2 (human Hs_JAK2_7 FlexiTube siRNA, 
SI02659657), JAK3 (human Hs_JAK3_5 FlexiTube siRNA, SI00604800), TYK2 
(HS_TYK2_5 FlexiTube siRNA, SI02223221), or scrambled sequences (AllStar Negative 
Control siRNA, 1027281) using Lipofectamine 2000 transfection rea gent (lnvitrogen, CA). 
Small interfering RNA and mismatch siRNA were synthesized by QIAGEN and annealed to 
form duplexes. 
2. 7. Statistical data analysis 
Data are representative ofthree or more independent experiments. Statistical significance was 
assessed using Student 's unpaired t-test. Probability values of less than 0.05 were considered 
significant and an asterisk identifies such significance in the figures. 
-------------------------------------------------------------------------------------------------~ 
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3. RESULTS 
3.1. Concanavalin-A transcriptional regulation of CSF-1, CSF-2, and CSF-3 gene 
expression. 
We first assessed whether each of the CSF-1, CSF-2, and CSF-3 transcripts were present in 
MSC. Total RNA was extracted from untreated MSC and eDNA was reversed transcribed as 
described in the Methods section. qPCR was then performed and end of cycle products were 
loaded onto an agarose gel to demonstrate that a single amplicon with the expected size was 
produced (Fig.lA). When serum-starved MSC were treated with various ConA 
concentrations for 18 hours, we found that CSF-1 gene expression was only moderately 
induced, while that of CSF-2 and CSF-3 were significantly upregulated, with CSF-2 reaching 
a peak at 3 f!M ConA and CSF-3 reaching maximal stimulation at 30 f!M ConA (Fig.1B). 
Given that ConA is a well-documented inducer of MTl -MMP, we also observed a dose-
dependent increase in MTl -MMP gene expression as expected, while that of STAT3 
remained unaffected (Fig.lB) . 
3.2. MT1-MMP and STAT3 gene silencing abrogates ConA-induced CSF-2 and CSF-3 
transcriptional regulation. 
As MTl-MMP is weil known to be induced by ConA and to transduce intracellular-mediated 
signalling in processes such as invasion (Nyalendo et al, 2008), inflammation (Sina et al, 
2010) and autophagy (Pratt et al, 2012), and since STAT3 is believed to partly regulate CSF 
transcription (Cuiffo & Karnoub, 20 12), we used gene silencing strategies to evaluate their 
effects in ConA-treated cells. MSC were transiently transfected with siRNA against STAT3 
(siSTA),or MT1-MMP (siMTl), or with a scrambled sequence (siScr), and then treated with 
ConA. STAT3 and MT1 -MMP gene silencing were very specifie and effective (Fig.2A, 
ST A T3 black bars, MT1-MMP grey bars). We found that diminishing either STA T3 or MTl-
MMP expression prevented ConA from inducing CSF-2 and CSF-3 gene expression without 
affecting the marginal increase in CSF-1 (Fig.2A). STAT3 gene silencing did not reverse 
MTl-MMP-dependent proMMP-2 activation, as shown by the zymogram of the conditioned 
media (Fig.2B). Collectively, this suggests that potential STA T3 transcription factor binding 
sites may be crucial within the CSF promoter regions and may regulate their transcription. 
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3.3. Pharmacological inhibition of JAK family members selective/y antagonizes ConA-
mediated increases ofMTl-MMP, CSF-1, -2, and -3. 
We recently reported a JAK/STAT3 signalling axis in ConA-treated MSC. We therefore 
assessed whether treatment with the pan-JAK inhibitor Tofacitinib or with the JAK2 inhibitor 
AG490 could affect ConA-mediated CSF transcriptional regulation. We found that neither 
ConA-induced CSF-1 nor ConA-induced CSF-3 gene expression were affected by AG490 
(Fig.3A, black bars); only ConA-induced CSF-2 and ConA-induced MT1 -MMP gene 
expression were inhibited. Wh en Tofacitinib was used, diminished Co nA induction of CSF -2 
and CSF-3 were observed (Fig.3A, grey bars). These results suggest that a potentia1 
JAK2/STAT signalling axis regulates ConA-mediated transcription of CSF-2 and MTl-
MMP, and that altemate JAK signalling is required for CSF-2 and CSF-3 gene expression. In 
order to validate functional inhibition by AG490 and Tofacitinib, monitoring of the ST AT3 
phosphorylation state was then performed by immunoblotting. Optimal ST AT3 
phosphorylation has already been reported to occur after 1-2 hours treatment [11]. We 
observed that treatment with the JAK2 inhibitor AG490 or gene silencing of either MTI-
MMP or STAT3 abrogated ConA-induced STAT3 phosphorylation (Fig.3B). Treatment with 
the pan-JAK inhibitor Tofacitinib also antagonized ConA-induced ST AT3 phosphorylation 
(Fig.3C). Collectively, these observations lead us to conclude that selective JAK family 
members are required in the transcriptional regulation of CSF. 
3.4. Evidence for selective JAK involvement in ConA-induced CSF-2 and CSF-3 gene 
expression. 
Given the above evidence of sorne Janus Kinase family members ' implication in the 
transcriptional regulation of CSF, we next specifically silenced each of the JAK1, JAK2, 
JAK3, and TYK2 members using siRNA strategy with silencing efficiency ranging from 78-
96% (Fig.4A). SiRNA-transfected and serum-starved cells were next treated with ConA and 
qRT-PCR was performed to monitor the impact of silencing each JAK member on the 
induction of CSF-1 , CSF-2, CSF-3 , and MTl -MMP gene expression. Regardless of which 
JAK member was silenced, we found very low (5-1 8%) diminution ofConA-induced CSF-1 
gene expression (Fig.4B). In contrast, silencing of JAK2 significantly abrogated ConA-
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induced CSF-2 and MTl-MMP, while silencing of JAKl and of JAK3 significantly 
decreased ConA-induced CSF-3 gene expression. TYK2 silencing only moderately impacted 
ConA-induced CSF-3 (Fig.4B). 
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4. DISCUSSION 
Angiogenic activity of classical hematopoietic cytokines has been reported in different 
experimental models, including wound healing, chronic inflammation, and tumor growth 
(Ribatti, 2012). Interestingly, recent identification and functional study of cytokines and 
chemokines involved in tumorigenesis confirm that MSC exert paracrine regulation of 
angiogenesis, tumor cell proliferation and apoptosis (Zeng et al, 2012), and may affect cancer 
progression through various cell signalling pathways (Torsvik & Bjerkvig, 2012). ln parallel, 
accumulating evidence supports the involvement of MSC in cancer pathogenesis, as reflected 
by their homing to vascularizing tumors and adaptive capacity to a hypoxic environment 
(Annabi et al, 2004; Cuiffo & Karnoub, 2012). Although the impact of these contributions 
remains poorly understood, MSC are becoming further appreciated as critical components of 
the tumor microenvironment where they also suppress antitumor immune responses 
(Krampera et al, 2003; Klopp et al, 2011). Given the immunomodulatory and proangiogenic 
functions exerted by cytokines and the roles that MSC play in brain tumor development, we 
provide evidence that a subset of cytokines from the CSF family may significantly contribute 
to the paracrine angiogenic/immunomodulatory properties of MSC. 
In the current study, we also specifically provide evidence for transcriptional regulation of 
CSF-2 and CSF-3 in activated MSC paracrine proangiogenic phenotype. Interestingly, the 
vasculogenic and angiogenic properties of MSC have already been inferred (Copland et al, 
2008), but the exact paracrine mechanisms unknown. Here, we confirm that CSF-2 and CSF-
3 gene expression is increased upon MSC activation by ConA. Given CSF-2 and CSF-3 are 
known inducers of endothelial ce lis (Bussolino et al, 1991 ), one may confident! y in fer that 
the increases observed in MSC in CSF may, in part, explain their paracrine proangiogenic 
phenotype. This is supported by the fact that CSF-2 acts as an inducer of endothelial cell 
migration and proliferation related to angiogenesis (Bussolino et al, 1991 ), and that it induces 
angiogenesis in rat connective tissue by a direct effect on endothelial cells or by the 
recruitment and activation of macrophages that release their own angiogenic factors (Rubbia-
Brandt et al, 1991). In support of this, subnanomolar concentrations of CSF-2 and CSF-3 
were found to induce the proliferation of endothelial cells derived from human vessels 
,------------------------------ - -------------------------------------------------------------------
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(Bussolino et al, 1991), and from murine microvascular capillaries (Bocchietto et al, 1993). 
Suggestion of an autocrine growth regulation by CSF-2 and CSF-3 was also reported in 
human gliomas (Mueller et al, 1999). In fact, CSF-2 has recently been confirmed to have an 
effective role in the evolution and pathogenesis of high grade gliomas which also express 
high levels of the CSF-2 receptor (Revoltella et al, 2012), whereas sustained proliferative 
signalling from CSF-3 was recently inferred to contribute to glioma genesis and recurrence 
(Wang et al, 2012). In the present study, we demonstrate that lectin-activated MSC promotes 
CSF transcription through selective JAK/STAT3 signalling. 
ST AT transcription factors are mostly dedicated to hematopoiesis and immunity, and 
crosstalk between J AK/ST AT and TLR has been inferred (Hu et al, 2007) in severa! MSC 
functions intrinsically linked to TLR signalling and immune crosstalk (Auletta et al, 2012). 
Concanavalin-A is documented as a TLR-2 and TLR-6 agonist. Accordingly, TLR-2 and 
TLR-6 gene expression was confirmed in previous reports (Unitt & Homigold, 2011). How 
their expression specifically affects ConA-induced CSF-2 and CSF-3 transcription will need 
further experimentation. Preliminary results from our laboratory suggest that gene silencing 
of either TLR-2 or TLR-6 abrogated ConA-mediated induction of CSF-2 and of CSF-3 (not 
shown). Given that ConA-activated MSC were previously shown to involve MT1-MMP 
intracellular signalling, we now further define an unreported intracellular signalling function 
of MTl-MMP in the regulation of cytokine expression requiring ST AT3 as an intermediate. 
This links both MTl-MMP's intracellular domain-mediated signalling function to its intrinsic 
extracellular domain-mediated matrix hydrolysis and promotion of cell migration. This may 
also, in part, explain sorne of the immunosuppressive properties of activated MSC, which 
ultimately concurs to facilitate MSC recruitment by a tumor and evasion from the immune 
system. 
Membrane-bound MMPs, such as MTl-MMP, have recently become critical 
pharmacological targets in angiogenesis-related disease treatment (Arroyo et al, 2007). In 
light of our data, one can therefore envision that targeting the MT1-MMP/JAK/STAT 
signaling axis may also significantly impact on MSC paracrine angiogenic properties . 
Accordingly, preclinical proof of principle rationale was recently provided for the design and 
~ ---~----~~----~---~-
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development of novel and selective MTl-MMP inhibitors (Sina et al, 2009; Remacle et al, 
2012), while impact on lymphangiogenesis with selective targeting of MTl-MMP was also 
recently achieved through the use of specifie monoclonal antibodies (Ingvarsen et al, 2013). 
How these inhibitors ofMTl-MMP catalytic and signalling functions will remain to be better 
investigated with relation to any transcriptional regulation. 
Interestingly, ConA-mediated activation of MSC was shown to trigger cyclooxygenase 
(COX)-2 expression (Akla et al, 2012), which ultimate end-product metabolite prostaglandin 
E2 is involved in the inhibition of cytokine release by T cells (Zinocker & Vaage, 2012) and 
of T cel! activation and proliferation (Duffy et al, 2011). MT1-MMP involvement in the 
major histocompatibility complex (MHC) class I was also recently suggested. Interestingly, 
phenotypic characterization of MSC by flow cytometry showed expression of MHC class I 
alloantigens (Klyushnenkova et al, 2005). Shedding of the tumor cel! surface MHC class I 
chain-related molecule A by MTl-MMP was demonstrated to regulate sensitivity of tumor 
cells to NK cel! killing, a process which may add to tumor immune evasion by MSC and 
contribute to tumor progression (Liu et al, 2010). Such cell surface proteolytic activity of 
MTl-MMP was also shown in MSC to contribute to cleavage of CD44, another cell adhesion 
molecule expressed at the cell surface of MSC, and known to promote cel! migration (Kajita 
et al, 2001; Anna bi et al, 2004 ). 
In conclusion, along with the demonstrated existence of a signalling axis linking MTl-MMP 
to the JAK/STAT pathway in MSC, this study further unravels the impact that this signalling 
axis may exert on CSF transcriptional regulation on the paracrine pro-angiogenic and 
immunomodulatory properties of MSC. We further identified the JAK family members 
involved in selective transcriptional regulation of CSF-2 and CSF-3 (Fig.5). Our data now 
allow the potential design and assessment of multi-targeted inhibitory approaches of the 
JAK/STAT pathway which may thereof offer greater therapeutic efficacy to counteract MSC 
angiogenic/immunomodulatory contributions to brain tumor development. 
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Fig.l : Concanavalin-A transcriptional regulation of CSF-1, CSF-2, and CSF-3 gene 
expression. Subconfluent MSC were serum-starved and treated with various 
concentrations of Concanavalin-A (ConA) for 24 hours. Total RNA was extracted, 
and qRT -PCR was used to assess gene expression. (A) A representative agarose gel 
of the corresponding single product ampli cons is shawn. (B) A representative qPCR 
profile, out of three independent experiments, is shawn for the corresponding genes. 
Data represent mean values from triplicates. 
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Fig.2: MTl-MMP or STAT3 gene silencing abrogates ConA-induced CSF-2, and CSF-
3 transcriptional regulation. MSC were transiently transfected with scrambled 
sequences (siScr), STAT3 siRNA (siSTA), or MT l-MMP siRNA (siMT l ) as 
described in the Methods section. (A) Total RNA was extracted, and qRT-PCR was 
used to assess STAT3, MTl-MMP, CSF-1, CSF-2, and CSF-3 gene expression upon 
treatment with or without 30 f,lg/ml of Concanavalin-A (ConA) for 24 hours. (B) 
Conditioned media was isolated from the serum-starved and ConA-treated 
transfected cells, and gelatin zymography performed as described in the Methods 
section to assess the extent of proMMP-2 activation. 
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Fig.3 : Pharmacological inhibition of JAK family members selectively antagonizes 
ConA-mediated increases of MTl-MMP, CSF-1, -2, and -3. (A) Subconfluent 
MSC were serum-starved and treated· with 10 f.tM of the JAK2 inhibitor AG490 
(black bars) or the pan-JAK inhibitor Tofacitinib (grey bars), in the presence or 
absence of 30 f.tg/ml Concanavalin-A (ConA) for 24 hours . Total RNA was extracted, 
and qRT-PCR was used to assess gene expression. (B) MTl -MMP and STAT3 gene 
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silencing was performed as described in the Methods section, and then cells were 
treated with 30 f-tg/ml ConA for 1 hour. Cell lysates were isolated, then Western 
blotting and immunodetection were performed with anti-ST A T3, anti-
phosphoSTAT3, and anti-MTI-MMP antibodies as described in the Methods section. 
(C) Cells were pre-incubated for 30 minutes in the presence of Tofacitinib and then 
treated with ConA for lhour. Cell lysates were isolated, and then Western blotting 
and immunodetection were performed with anti-STAT3 and anti-phosphoSTAT3 
antibodies as described in the Methods section. 
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Fig.4 : Evidence for selective JAK involvement in ConA-induced CSF-2 and CSF-3 
gene expression. JAKl, JAK2, JAK3, and TYK2 gene silencing was performed as 
described in the Methods section. Total RNA was extracted, and qRT-PCR was used 
to assess (A) silencing efficacy and (B) impact upon ConA-induced CSF-1, CSF-2, 
CSF-3, and MTl -MMP gene expression. 
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Fig.S : Schematic representation of the signalling partners involved in the 
transcriptional regulation of angiogenic CSF-2 and -3. Activation of MSC with 
Concanavalin-A (ConA) triggers cel! surface-mediated Toll-Like Receptor (TLR) 
signalling. High ConA concentrations (low affinity effect) promotes MT1-MMP-
mediated CSF-3 transcriptional induction through a JAK-1 ,-3 /STAT pathway. On the 
other hand, low ConA concentrations (high affinity effect) promote MTl-MMP-
mediated CSF-2 transcriptional regulation through a JAK-2/STAT pathway. ConA-
mediated CSF-2 and -3 is thought to contribute to MSC's pro-angiogenic and 
immunomodulatory effects. High ConA concentrations also contribute, to sorne 
extent, to CSF-1 transcriptional regulation through a MT1-MMP/JAK/STAT-
independent pathway. 
CHAPITRE V 
DISCUSSION 
L'angiogenèse tumorale est une condition pathologique qui résulte du déploiement aberrant 
de l'angiogenèse normale, un processus permettant la formation de nouveaux capillaires à 
partir de vaisseaux préexistants (Papetti et Herman, 2002). Ce processus, utilisé par les 
cellules cancéreuses, est essentiel pour la croissance tumorale et la métastase (weidner, 
1993). Le microenvironnement tumoral est formé des cellules non cancéreuses et leur stroma 
telles les cellules endothéliales, les fibroblastes, les cellules de la moelle osseuse et les 
péricytes qui sécrètent de nombreuses molécules affectant la réponse angiogénique (Li et al, 
2007). Ainsi, la nécessité d'un contrôle de l'angiogenèse tumorale basé sur la compréhension 
des mécanismes moléculaires et savoir comment à la fois les cellules et les molécules 
interagissent fonctionnellement comme activateurs ou inhibiteurs angiogéniques permettra 
l'élaboration de stratégies thérapeutiques visant à limiter la progression tumorale (Weis et 
Cheresh, 20 11). 
L'expression des CSF-2 et CSF-3: Quelle importance dans l'angiogenèse tumorale? 
Les chimiokines jouent un rôle important dans la migration et dans le recrutement des 
cellules souches hématopoïétiques et des cellules endothéliales progénitrices vers les tumeurs 
(Bautz et al, 2001). Parmi ces cellules, les MSC ont souvent été reliées à la croissance 
tumorale en affectant différentes voies de signalisations cellulaires (Torsyik et Bjerkvig, 
2013). Ces cellules migrent vers les tumeurs et contribuent à la modulation du système 
immun en inhibant la réponse immune anti-tumorale facilitant la croissance tumorale, la 
résistance à différents médicaments anti-cancer, l'angiogenèse et la métastase (Houthuijzen et 
al, 2012). En effet, plusieurs études ont montré que les cytokines pro-angiogéniques sécrétées 
par les MSC contribuent au processus d'angiogenèse impliqué dans la cicatrisation des plaies 
(Wu et al, 2007) mais aussi à la progression tumorale (De Luca et al, 2012). De manière 
intéressante, plusieurs facteurs de croissance, incluant le VEGF, FGF, GM-CSF et G-CSF, 
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peuvent agir comme des facteurs paracrines induisant la migration et la prolifération des 
cellules endothéliales et contribuer à la vascularisation des tumeurs (Ribatti et al, 1999). On 
peut donc annoncer que les cytokines sécrétées par les MSC joueraient un rôle important 
dans la régulation des propriétés immunomodulatrices et angiogéniques. Attendu que les CSF 
font partie de ces cytokines, nous suggérons qu' elles contribuent aux fonctions 
angiogéniques/immunomodulatrices dans les cellules MSC par effet paracrine. 
Il est accepté que les MSC jouent un rôle important dans 1 'angiogenèse tumorale en partie 
grâce à la sécrétion de différentes cytokines (Beckermann et al, 2008). Les mécanismes 
paracrines exactes et les voies de signalisation impliquées dans ce processus demeurent 
cependant peu étudiés. Dans notre étude, nous avons tenté de documenter les voies de 
signalisation responsables de la régulation transcriptionnelle de CSF-2 et CSF-3 dans un 
modèle de cellules MSC activées. Nous avons montré que l'expression génique de CSF-2 et 
CSF-3 est augmentée dans les MSC suite à un traitement à la ConA. L ' implication des CSF-2 
et des CSF-3 dans la régulation de la progression tumorale rend ces facteurs davantage des 
indicateurs pronostiques et soulève la reflexion quant à leur utilisation dans le traitement du 
cancer (Mueller et al, 1999). En effet, CSF-2 et CSF-3 stimulent la prolifération et la 
migration des cellules endothéliales et jouent un rôle dans l'angiogenèse (Bussolino et al, 
1991 ). De par son rôle dans la stimulation, la viabilité, la prolifération et la migration des 
cellules progénitrices endothéliales (EPC) impliquées dans la formation de nouveaux tubules, 
le CSF-2 induit la surexpression des intégrines ~2 et du VEGF dans les EPC (Zhao et Yang, 
2010). Le CSF-3, documenté pour son rôle dans la mobilisation des cellules souches et 
progénitrices vers les tumeurs, a été montré pour avoir un rôle dans l'angiogenèse. En effet, 
le CSF-3 induit la migration des neutrophiles qui forment une source riche de VEGF, un 
puissant facteur angiogénique induit suite à la stimulation par le CSF-3 ce qui permet la 
mobilisation des EPC et des cellules progénitrices hématopoïétiques (HPC) de la moelle 
osseuse vers les tumeurs pour contribuer à la formation de nouveaux vaisseaux (Ohki et al, 
2005). Dans notre étude, nous mettons en évidence le rôle important que j oue le domaine 
cytoplasmique de la MTl-MMP dans la régulation transcriptionnelle de CSF-2 et CSF-3. 
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Un nouveau rôle pour MTl-MMP dans la régulation de CSF-2 et de CSF-3 dans les 
MSC 
Plusieurs études confirment le rôle important que joue la MTl-MMP dans les processus 
physiologiques et pathologiques (Bauvois, 2004) tels l' inflammation, la cicatrisation des 
plaies, l' athérosclérose et le développement osseux (Rodriguez et al, 2010). De plus, 
l' expression de MTl-MMP est augmentée dans différents types de cancers tels le cancer des 
poumons, des seins, du cerveau, du cou et du foie, indiquant sa contribution dans la 
métastase, l' angiogenèse, l 'invasion et la progression tumorale (Kessenbrock et al, 2010). En 
plus de son rôle dans l'invasion et la migration cellulaire due à sa capacité catalytique à 
dégrader les diverses composantes de la MEC telles les laminines, les collagènes, les fibrines 
et les fibronectines , et à activer la pro-MMP-2 (Itoh, 2006), il a été montré que la MTl -MMP 
est impliquée dans plusieurs fonctions cellulaires via son domaine cytoplasmique 
(Kessenbrock et al, 201 0). En effet, ce domaine intracellulaire est responsable de plusieurs 
processus biologiques par l' activation de différentes voies de signalisation telle la voie 
TGFbeta/Alk5 impliquée dans l'angiogenèse (Alfranka et al, 2008). Dans notre étude, nous 
démontrons que la MTl-MMP permet la régulation transcriptionelle de CSF-2 et CSF-3 via 
. son domaine cytoplasmique. Pour valider notre hypothèse, nous avons utilisé deux méthodes 
dont la première consiste à inhiber l'expression génique de MTl-MMP à l 'aide de siRNA et 
la deuxième nécessite la surexpression d ' une MTl-MMP « sauvage » et d ' une MTl-MMP 
dont le domaine cytoplasmique a été délété. 
La surexpression de MTl-MMP par les cellules cancéreuses permet la mobil isation des 
cellules souches hématopoïétiques, surtout les MSC, et les cellules progénitrices 
endothéliales aux microenvironnements tumoraux via la signalisation médiée par son 
domaine cytoplasmique (Matias-Roman et al, 2005 ; Son et al, 2006). De plus, ce domaine 
est impliqué dans la régulation de différentes cytokines . En effet, une surexpression de MTl -
MMP induit l 'expression du VEGF-A responsable de la croissance tumorale, l'angiogenèse 
et la métastase (Eisenach et al, 20 10). Ainsi, on peut conclure que la MTl-MMP est une 
protéine nécessaire à l'angiogenèse tumorale non seulement parce qu'elle est impliquée dans 
la dégradation de la MEC mais aussi par son rôle dans la régulation de plusieurs facteurs pro-
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angiogéniques. Sachant que la signalisation intracellulaire induite par MTl-MMP est 
impliquée dans l'activation des MSC, nous définissons une nouvelle. fonction de signalisation 
intracellulaire peu documentée de MT1 -MMP dans la régulation des cytokines CSF-2 et 
CSF-3. 
Un axe de signalisation TLR2-6/ MT1-MMP/Stat3 impliqué dans la régulation de CSF-2 
et de CSF -3 dans les MSC 
Les TLR, exprimés par les MSC, sont responsables de 1 ' induction de plusieurs votes de 
signalisations intracellulaire impliquées dans différents processus (Romieu-Mourez et al, 
2009). En effet, les TLR contribuent à la prolifération, la différenciation, la migration et 
l'immunomodulation des MSC (Pevsner-Fischer et al, 2007 ; Bunnell et al, 2010). De plus, 
plusieurs études ont montré le rôle important que jouent les TLR dans la progression 
tumorale, 1 ' angiogenèse, 1 'invasion, la métastase et 1' inflammation (Bhattacharya et Yusuf, 
2012). Les lectines, utilisées par l'industrie pharmaceutique pour étudier différents processus 
biologiques incluant la mitogénicité et l'inflammation, sont des modulateurs importants des 
TLR (Kanellopoulos et al, 1985 ; Ferriz-Martinez et al, 2010). Nous avons utilisé la ConA, 
extraite de la lectine Canavalia ensiformis, qui stimule la signalisation induite par TLR2/6 et 
qui contribue aux fonctions angiogéniques et immunomodulatoires des MSC (Annabi et al, 
2003; Scheibe et al, 2012). Dans notre étude, nous confirmons, en inhibant TLR2 et TLR6 
par des siRNA, que la signalisation en aval de TLR2 et de TLR6 est impliquée dans la 
régulation transcriptionelle de CSF-2 et CSF-3 induite par la ConA via MTl -MMP. 
Dans le but de savoir comment l' expression des TLR2/6 affecte la régulation transcriptionelle 
de CSF-2 et de CSF-3, la voie de signalisation MTI-MMP/Stat3 a été étudiée dans les MSC 
considérant son rôle dans l' induction une réponse infl ammatoire suite à une stimulation par la 
ConA (Akla et al, 2012). De plus, nous avons évalué la contribution des protéines kinases en 
aval de MT1-MMP possiblement responsables de l'activation de Stat3 telles les protéines de 
la famille des Janus Kinases JAK1 , JAK2, JAK3 et TYK2, et des protéines de la famille de 
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Src pour mieux comprendre l' axe de signalisation impliqué dans la régulation 
transcriptionelle des CSF. En effet, les protéines qui forment les membres de la famille de Src 
sont des protéines kinases qui peuvent être activées par des facteurs de croissance, des 
intégrines ou des récepteurs membranaires de cytokines (Parsons et Parsons, 2004). Une fois 
activée par autophosphorylation, la protéine Src interagit avec des récepteurs tyrosine kinases 
intracellulaires pour induire différentes voies de signalisation (lshizawar et Parsons, 2004 ). A 
ce titre, Src permet entre autre l' activation du récepteur tyrosine kinase EGFR qui induit 
l ' activation des voies RAS/MAPK et PI3K/AKT pour contribuer à la croissance cellulaire, la 
survie et l'angiogenèse dans les cellules cancéreuses du poumon (Biscardi et al, 1999 ; 
Laurent-Puig et al, 2009). Plusieurs études ont montré la surexpression de Src dans les 
tumeurs. En effet, cette surexpression protéique de Src contribue à 1 ' invasion, la prolifération, 
la survie et 1 ' angiogenèse tumorale (Johnson et al, 2006) . La famille des protéines Src 
activent différentes protéines Stat (Kloth et al, 2003). La protéine Src peut contribuer à la 
progression tumorale en se liant au récepteur tyrosine kinase de Stat3 pour induire sa 
phosphorylation (Yu et al, 2007) (Figure 13). Ainsi, Src contribue à la régulation de CSF-2 
(Bunda et al, 2013) et CSF-3 (Sampson et al, 2007). De plus, plusieurs études ont montré la 
contribution des voies JAK1/Stat3 (Lin et al, 2012), JAK2/Stat3 (Ji et al, 2012), JAK3/Stat3 
(Tu et al, 2013) dans le processus d'angiogenèse. Dans notre étude, nous montrons que, suite 
à une activation par la ConA, l'activation des voies de signalisation Src kinases et JAK/Stat3 
est impliqué dans la régulation transcriptionelle des CSF-2 et CSF-3 , et cela nécessite la 
contribution de la MTl -MMP. 
Nous avons également étudié le rôle du résidu d'acide aminé Tyr573 localisé au niveau du 
domaine cytoplasmique de la MT1-MMP en surexprimant un plasmide MTl-MMP 
présentant une mutation au niveau du résidu Tyr573 • Ce résidu permet la régulation de CSF-2 
et CSF-3 via la voie de signalisation Src/Stat3 . Ainsi, la Tyr573 est responsable de la liaison 
des protéines adaptatrices telle la pl30Cas pour réguler l' activité de Racl dans les cellules 
myéloïdes pro génitrices (Gonzalo et Arroyo, 201 0). De par son impact direct dans la 
migration des cellules endothéliajes (Nyalendo et al, 2007), ainsi que dans la prolifération des 
cellules tumorales et dans l'inhibition de la croissance tumorale dans les souris (Nyalendo et 
al, 2008), le résidu Tyr573 du domaine cytoplasmique de la MTl-MMP contribue aussi 
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significativement au processus d'invasion cellulaire d'une façon indirecte, en régulant 
l'ubiquitination du résidu Lys581 de la MT1-MMP (Eisenach et al, 2012). Dans notre étude, 
nous avons montré que la régulation transcriptionelle de CSF-2 et CSF-3, impliqués dans 
l 'angiogenèse des cellules tumorales, via la voie de signalisation TLR2-6/MT1-MMP/ Src 
et/ou JAK/Stat3 nécessite l'implication cruciale du résidu Tyr573 de la MT1-MMP. 
Un nouveau rôle chimiopréventif de l'EGCG dans la régulation de CSF-2 et de CSF-3 
dans les MSC 
Enfin, nous avons étudié l'effet de l'epigallocatechin gallate (EGCG), un polyphénol du thé 
vert, sur l'induction transcriptionelle de CSF-2 et CSF-3 par la ConA et la MTl-MMP. 
L'EGCG, la catéchine la plus abondante du thé vert, possède des propriétés anti-oxydantes et 
anti-inflammatoires lui permettant de protéger les composantes de la cellule des dommages 
oxydatifs dus aux radicaux libres (Cavet et al, 2011 ). De plus, il a été montré que 1 'EGCG 
possède un potentiel thérapeutique remarquable dans plusieurs types de cancers humains (De 
Amicis et al, 2013). En effet, l'EGCG semble augmenter l 'expression des biomarqueurs 
épithéliaux et diminuer l' expression des biomarqueurs mésenchymaux, ce qui contribue à sa 
capacité d ' inhiber l'invasion et la migration des cellules cancéreuses ainsi que la métastase 
(Singh et Katiyar, 2011). D 'autres études ont montré des propriétés anti-angiogéniques et 
apoptotiques de 1 'EGCG ainsi que son abilité à inhiber la prolifération des cellules 
cancéreuses (Zhang et al, 2012). Des études in vitro ont démontré que l'EGCG bloque la 
carcinogenèse, selon différents mécanismes d 'actions, en affectant différentes voies de 
signalisation dont les voies de JAK/STAT, MAPK, PI3K/AKT, Wnt et Notch (Singh et al, 
2011), ainsi son rôle dans l'inhibition du TLR-2 (Byun et al, 2011) et du MTl -MMP 
(Yamakawa et al, 2004). Dans notre étude, nous avons montré un rôle chimio-préventif de 
l 'EGCG permettant d'inhiber l'expression des facteurs pro-angiogéniques, CSF-2 et CSF-3, 
impliqués dans la progression tumorale suite à une induction par la ConA ou par la MTl -
MMP. Selon la théorie et nos résultats, l 'EGCG pourrait donc agir au niveau du récepteur 
TLR-2, de la voie de signalisation Src et JAK/Stat et/ou au niveau de la MT1-MMP. 
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Conclusions et perspectives 
La compréhension des voies de signalisations impliquées dans la progression tumorale et la 
découverte d'inhibiteurs pharmacologiques pouvant agir sur ces voies forment deux aspects 
importants dans la prévention du cancer. Dans notre étude, nous avons mis en évidence un 
nouveau rôle non-protéolytique de la MTl -MMP impliquant le résidu Tyr573 de son domaine 
cytoplasmique dans la régulation transcriptionelle de CSF-2 et CSF-3. De plus, nous 
démontrons l' implication de la voie de signalisation TLR2-6/MT1 -MMP/Src kinase et/ou 
JAK/STAT dans la régulation transcriptionelle de CSF-2 et CSF-3 et dans les propriétés 
paracrines pro-angiogéniques et immunomodulatrices des MSC (Figure 5.1). Nous avons 
aussi identifié les membres de la famille des JAK qui sont impliqués dans la régulation des 
CSF. Nos données permettent maintenant d' ouvrir de nouvelles stratégies thérapeutiques 
basées sur 1 'évaluation des approches inhibiteurs multi-cibles de notre voie, afin de diminuer 
les effets angiogéniques et immunomodulatoires des MSC dans la progression tumorale. 
Aussi, vu le rôle important de l'EGCG au niveau de plusieurs processus contribuant à la 
progression tumorale, nous documentons sa capacité à inhiber l'express ion génique de CSF-2 
et CSF-3, ainsi que les différentes composantes de la voie de signalisation. Sachant que les 
MSC sont recrutées au cours de la vascularisation tumorale ainsi que dans 1 'angiogenèse, 
possiblement via la sécrétion de CSF-2 et CSF-3, notre étude suggère que l 'EGCG pourra 
jouer un rôle chimio-préventif en ciblant les fonctions signalitiques de la MTl-MMP. 
Sachant que les MSC migrant vers les tumeurs sont en hypoxie, il serait important d'évaluer 
l'effet de l 'EGCG sur la régulation transcriptionelle sur des MSC hypoxiques afin de trouver 
une concentration optimale d'inhibition. Enfin, le rôle important de la MTl-MMP dans la 
progression tumorale la rend une cible thérapeutique surtout que la thérapie génique n ' a pas 
encore porté beaucoup de fruits. Donc les inhibiteurs/anticorps ciblant les enzymes, tel la 
MTl-MMP, seront une nouvelle stratégie à évaluer dans le développement de stratégies 
complémentaires à la chimioprévention via l'EGCG. 
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Figure 5.1 Schéma récapitulatif de l' effet de l'EGCG sur la voie de signalisation 
responsable de la régulation de CSF-2 et CSF-3 médié par la conA et la MTl -MMP. 
Dans notre étude, nous montrons que la ConA induit la transcription de MTl-MMP, CSF-2 et 
CSF-3 possiblement via la voie de signalisation TLR2-6/MT1 -MMP/ Src kinase et 
JAK/Stat3. La surexpression de MTl-MMP au niveau génique et protéique est responsable 
de la phosphorylation de Src, JAKl, JAK2, JAK3 et Stat3. De plus, nous démontrons que la 
Tyr573 du domaine cytoplasmique de MTl-MMP est responsable de la phosphorylation de 
Src. Enfin, nous suggérons que le polyphénol du thé vert, I'EGCG, peut inhiber l' expression 
génique de CSF-2 et CSF-3 en inhibant la signalisation dépendante de la ConA et de la MTl-
MMP. 
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